








Bemerkungen iiber die Bestimmung 
des Antithrombingehalts im Blute. 
Von 


Tage Astrup, Svend Selso und Mogens Volkert. 


(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 9. Marz 1943.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Eine Methode zur quantitativen Bestimmung des Antithrombin- 
gehalts im Blutplasma und -serum wurde vor kurzem von Astrup und 
Darling (1) veréffentlicht. Die Grundziige dieser Methode waren die 
Verwendung von hochaktiven Thrombinlésungen und Neutralisierung 
von nur einem Bruchteil der Thrombinmenge. Die Methode erméglichte 
zum erstenmal eine genaue Bestimmung von Variationen in der Anti- 
thrombinmenge im Blute. Diese Methode wurde von Volkert (2—4) 
zu Untersuchungen des Antithrombingehalts unter verschiedenen physi- 
ologischen und pathologischen Zustiinden verwendet, teils um die Er- 
gebnisse alterer Autoren nachzupriifen, teils um weitere Erkenntnisse 
iiber das Verhalten des Antithrombins zu erlangen. Auch fiir Unter- 
suchungen der Beziehung zwischen Antithrombin und Heparin wurde 
die Bestimmungsmethode verwendet [Astrup und Darling (5)]. 

Im Laufe der Zeit haben wir mehr Erfahrungen iiber die Anwendung 
dieser Methode gesammelt. Es hat sich gezeigt, da& verschiedene Be- 
dingungen eingehalten werden miissen, um genaue und reproduzierbare 
Messungen zu erhalten, und es sollen deshalb hier einige unserer Er- 
fahrungen mitgeteilt werden, um zukiinftigen Untersuchern die Arbeit 
zu erleichtern. 

Als Antithrombineinheit (A. T. E.) wurde die Menge von thrombin- 
bindendem Material, die eine Thrombineinheit inaktiviert, gewihlt 
fsiehe (1)]. / 

Als Thrombineinheit (T. E.) wurde zuerst die Menge gewihlt, die 
bei 379 1cem Rinderoxalatplasma in 30 Sekunden zur Gerinnung 
bringt (6) (7). Spéterhin wurde gefunden, daB diese Definition die 
Ursache zu groBen Variationen war, denn die Eigenschaften des ver- 
wendeten Plasmas dem Thrombin gegeniiber kann groBen Schwankungen 
unterliegen. AuBerdem war es nicht immer mdglich, eine lineare Be- 
ziehung zwischen der Thrombinmenge und der reziproken Gerinnungs- 
zeit zu erreichen, und eine solche Beziehung ist grundlegend fiir die 
genaue Bestimmung von sowohl der Thrombin- wie der Antithrombin- 
menge. 
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Weiterhin wurde gefunden, daB eine Lésung von durch Ammonium. 
sulfat gefalltem Fibrinogen die Bedingungen fiir die Messung der Throm 
binmenge erfiillt; diese wurde deshalb fiir die weiteren Untersuchungen 
verwendet, indem die Resultate auf ein als Standard bezogenes Throni- 
binpriparat (mit 12000 T. E. pro g Substanz) umgerechnet wurden 
[siehe (8)]._ Das Thrombin hat sich gliicklicherweise in trockenen 
Zustand als haltbar erwiesen und kann mehrere Jahre aufbewahrt 
werden. 

Die Antithrombinbestimmung wird folgendermaBen vorgenommen 


In fiinf kleine Glaser (Pulvergliser, etwa 80 mm hoch, Durchmesser 
etwa 15 mm, mit rundem Boden) werden folgende Mengen Serum oder 
Plasma einpipettiert: 0,00, 0,05, 0,10, 0,15 und 0.20 cem, und mit 
physiologischer Kochsalzlésung wird auf 0,30 cem verdiinnt. Es werden 
also 0,30 bzw.-0,25, 0,20, 0,15 und 0,10 cem NaCl-Lésung zugefiigt. 
Dann 1iBt man in jedes Glas 1,0 cem der Thrombinlésung einlaufen. 
Der Thrombingehalt (a T. E./ecm) der Lésung soll bei etwa 40 T. E. 
pro cem liegen. Nach Herstellung der Mischung wird 15 Minuten im 
Wasserbad bei 37° erwirmt und danach werden die Proben in Eis- 
wasser aufbewahrt. 


Die Fibrinogenlésung wird aus Rinderplasma, das mit frisch 
gefalltem Tricalciumphosphat vorbehandelt war, sogenanntem Bordct- 


Plasma, hergestellt. Das Plasma wird zweimal mit Ammoniumsulfat 
gefillt und dann gegen eine 2° ige Natriumchloridlésung im Eis- 
schrank dialysiert. Die Herstellung ist in Einzelheiten von Astrup und 
Darling (8) beschrieben. Die resultierende Fibrinogenlésung wird 
jeweils unmittelbar vor den Messungeh mit physiologischer Kochsalz- 
lésung und destilliertem Wasser so verdiinnt, daB 1 cem mit 0,10 cem 
der Thrombinlésung eine Gerinnungszeit von 8 bis 12 Sekunden aufweist. 
Nach der Verdiinnung ist die Fibrinogenlésung nur kurze Zeit halt bar 
und mu8 wihrend der Messungen in Eiswasser aufbewahrt werden. 


In eine Reihe von Glisern (von der vorher genannten GréBe) wird 
nun 0,10cem der verschiedenen Thrombin-Plasmamischungen ein- 
pipettiert und von jeder wird die Gerinnungszeit im Wasserbad bei 37°. 
nach vorsichtigem Einblasen von 1,0 ccm der Fibrinogenlésung, ge- 
messen. Bei dem Einblasen muB eine sofortige gute Durchmischung 
erreicht werden, ohne daB ein Schiumen der Mischung auftritt. Wahrend 
der Bestimmung der Gerinnungszeit wird die Probe im Wasserbad 
bei 37° vorsichtig geschwenkt. Es ist notwendig, ein durchsichtige~ 
Wasserbad zu verwenden, weil die Gerinnung von der Seite aus geget 
einen hellen Hintergrund (z. B. ein Fenster) beobachtet werden muB. 
.Von jeder Mischung werden drei Bestimmungen gemacht und de! 
Mittelwert berechnet. 
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Wenn die Gerinnungszeit der Kontrolle (Thronibin + physiol. NaCl) ty 
genannt wird, die Gerinnungszeiten der verschiedenen Proben mit t, bezeichnet 
werden, wobei n die Menge Serum oder Plasma in cem darstellt, so wird der 
Antithrombingehalt ¢ in 1 com Plasma oder Serum nach folgender Gleichung (1) 
berechnet: 


\ 


t 
= S(t) " 


Die gréBte Genauigkeit wird erreicht, wenn von jeder Mischung der 
Quotient t/t, berechnet und eine Kurve mit » als Abszisse und ¢, ¢, als Ordinate 
gezeichnet wird. Diese Kurve soll einen geradlinigen Verlauf haben. Von 
dieser Kurve wird durch Interpolation ein korrigierter Wert fir ¢),t,, gefunden 
and mit dem zugehérigen Wert von » in die Gleichung (1) eingefiihrt. Der 
Antithrombingehalt ¢ kann dann mit einem Fehler von < 5°, gefunden 
werden. 


Als Beispiel einer solchen Messung werden in Tabelle I die Be- 
stimmungen des Antithrombingehalts von normalem Menschenplasma 
(mit 1/;9 Vol. 3,5° igem Citrat verdiinnt) angegeben. 


Tabelle I. 


Phys. NaCl Thrombin “ia 





ecm ecm Sek. 


0,30 10,0 
0,25 ; 11,7 
0,20 0 14,5 
0,15 19,0 
0,10 p 26,5 


diesen Bestimmungen wird die in 





Abb. 1  wiedergegebene Kurve erhalten, aus 
welcher ersichtlich ist, daB simtliche Werte von 
to/t, auf einer geraden Linie liegen. Dies ist 
nicht immer der Fall, insbesondere zeigt der 
niedrigste Wert (fiir » = 0,2) die Neigung, zu 
hoch zu liegen, und der Wert fiir » = 0,05 neigt 
dazu, zu niedrige Werte zu ergeben.  Fiir 
n = 0,20 bestimmt man aus der Kurve f/t,, zu 
0,38, und da a gleich 41 T.E. pro cem war, 
wurde aus Gleichung (1) fiir ¢ 127 T. E. pro cem ; 
Plasma gefunden. o Gt G2 ml 











Bei Ausfiihrung der Bestimmungen miissen Abb. 1. Bestimmung 
des Antithrombingehalts 


insbesondere folgende MaBnahmen beriicksichtigt ven Saiaidbiialiandin 


werden. 
Das Thrombin soll ein weitgehend gereinigtes Priparat mit etwa 
10000 T. E. pro g sein. Die Herstellung eines solchen Priiparats, Throm- 


21* 
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bin B, ist friiher beschrieben worden (6) (7). Bei Verwendung von 
etwas schwiicheren Priparaten muB mehr Substanz genommen werden 
um etwa 40 T. E. pro cem Lésung zu erhalten. Dabei wird mehr Sub- 
stanz gelést, was zur Folge hat, daB die Wahrnehmung der Gerinnung 
der Fibrinogenlésung sehr erschwert wird. Priparate mit unter 2500 T. E 
pro g miissen als véllig unbrauchbar bezeichnet werden. 

Fiir die Herstellung des Fibrinogens hat es sich als notwendig 
gezeigt, tricalciumbehandeltes Plasma (Bordet-Plasma) zu benutzen. 
Bei dieser Behandlung scheinen gewisse Verunreinigungen entfernt zu 
werden, die die genaue Bestimmung der Gerinnungszeit stéren. Das 
zweimal mit Ammoniumsulfat gefiillte Fibrinogen wird gegen eine 
2° ige oxalathaltige Natriumchloridlésung dialysiert und dann in der 
Dialysierhiilse bei 0° aufbewahrt. Die Haltbarkeit der Lésung ist unter 
diesen Umstianden etwa 1 Woche, es ist aber von Vorteil, jeden zweiten 
oder dritten Tag neue Lésungen herzustellen. Unmittelbar vor dem 
Gebrauch wird mit physiologischer Kochsalzlésung oder Veronalpuffer 
(pu = 7,4) verdiinnt und destilliertes Wasser zugefiigt, um eine passende 
Gerinnungszeit zu erreichen. Diese Lésung ist aber nur sehr beschrankt 
haltbar und muB wihrend des Versuchs in Eiswasser aufbewahrt werden. 
Um sicher zu sein, da die Fibrinogenlésung sich wihrend der Versuche 
nicht andert, muB die Gerinnungszeit (t9) mit der Blindprobe (Thrombin 
+ NaCl-Lésung) dfters kontrolliert werden. 

Die Bestimmung der Gerinnungszeit mu8 mit gréBter Sorgfalt 
ausgefiihrt werden, da sonst. keine quantitative Beziehung gefunden 
wird. Die Gerinnung ist noch nicht eingetreten, wenn die ersten Fibrin- 
fléckchen gebildet werden, denn dieser Zeitpunkt ist von der Qualitiit 
der Fibrinogenlésung abhingig und wird von Verunreinigungen beein- 
fluBt. Wenn die Fibrinfléckchen sich zu Fdden zu sammeln beginnen, 
fimgt erst die eigentliche Gerinnung an, und dieser Zeitpunkt wird als 
Gerinnungszeit bezeichnet. Nur dieser Zeitpunkt allein ist genau zu 
definieren, denn die Gerinnung geht dann weiter, ohne scharfe Uber- 
gangsstadien zwischen Anfangs- und Endphase zu zeigen. Ab und zu 
gerinnt die Fibrinogenlésung in dem Augenblick, wo die Fibrinfléckchen 
sich zusammenzuballen beginnen, aber oft tritt eine véllige Gerinnung 
erst viel spiiter ein. Auf diese Verschiedenheiten wird jedoch keine 
Riicksicht genommen. Die Proben miissen gleichmafig und vorsichtig 
im Wasserbad geschiittelt werden, ungleichmaBige und zu schnelle 
Bewegungen stéren die Gerinnung. Die Gerinnungszeiten miissen fiir 
siimtliche Proben zwischen 10 und 60 Sekunden liegen. 

Um das Fibrinogen und die Gerinnungszeitbestimmungen 21 
kontrollieren, wird am besten eine Kurve mit verschiedenen Throm- 
binverdiinnungen gezeichnet. Hierbei soll man eine lineare Beziehung 
zwischen der Thrombinmenge (als Abszisse) und der reziproken Ge- 
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rinnungszeit (als Ordinate) erhalten. Diese Beziehung wird fiir die 
Bestimmung der Aktivitiit des Thrombins verwendet und dient als 
Grundlage fiir die Bestimmungsmethode. Fiir die Antithrombin- 
bestimmungen ist es nicht notwendig, Serum zu verwenden (z. B. durch 
Spontankoagulation oder Erwairmen auf 56° in 5 Minuten hergestellt), 
es kann ebensogut Plasma (Citratplasma) verwendet werden, denn bei 
dem groBen Thrombiniiberschu8 spielt die geringe Fibrinogenmenge 
(bzw. Fibrin) keine Rolle. Heparinplasma darf jedoch nicht verwendet 
werden, da Heparin wie bekannt mit Plasma zusammen als ein Anti- 
thrombin wirkt. Das bei Verwendung von Plasma hervorgebrachte 
Gerinnsel wird durch Schiitteln zu einem kleinen Fibrinkliimpchen 
zusammengeballt; fiir die Messungen wird nur die klare Léstung ver- 
wendet. 

. Es hat sich weiterhin gezeigt, daB Plasma von verschiedenen Tier- 
arten sich bei den Bestimmungen verschieden verhalt. Die Genauigkeit 
der Bestimmung der Gerinnungszeit der verschiedenen Proben wird 
stark von der Art des verwendeten Plasmas beeinfluBt. Wihrend die 
Gerinnung bei Verwendung von Kaninchenplasma oder -serum sehr 
deutlich ist, so daB es bei Benutzung einer gut reagierenden Fibrinogen- 
lésung leicht ist, einen bestimmten Zeitpunkt fiir den Beginn der Ge- 
rinnung anzugeben, ist dies nicht im gleichen Ausma8 der Fall, wenn 
Plasma oder Serum von anderen Tierarten benutzt wird. Am leichtesten 
sind Messungen mit Kaninchenplasma auszufiihren, weniger leicht ist 
és mit Plasma von Hund und Katze, und noch schwieriger ist es mit 
Hiihner-, Menschen- und Rinderplasma zu arbeiten. Diese Bestimmun- 
gen erfordern eine nicht geringe Ubung. Welche Ursachen diesen Ver- 
schiedenheiten zugrunde liegen, ist vorlaufig unbekannt, wahrscheinlich 
werden sie aber durch die variierenden Eigenschaften der Proteine 
bedingt. 

Die MeBgenauigkeit ist ferner von dem Antithrombingehalt des 
Plasmas abhingig, und sowohl zu kleine als auch zu grobe Mengen ver- 
gréBern den MeBfehler. Bei zu kleinen Mengen wird ein so geringer 
Bruchteil des zugesetzten Thrombins gebunden, daf die Gerinnungs- 
zeiten nur unwesentlich verlingert werden. Bei zu groBen Mengen wird 
soviel Thrombin gebunden, daB die Gerinnungszeiten so verlingert 
werden, da8 sie in ein Gebiet kommen, wo die genaue Bestimmung der 
Gerinnungszeit erschwert ist. Dies ist der Fall, wenn die Gerinnungszeit 
wesentlich iiber 40 Sekunden liegt. Am vorteilhaftesten ist es, wenn 
das Plasma etwa 150 A. T. E. pro cem enthilt. Wenn der Gehalt iiber 
200 A. T. E. oder unter 100 A. T. E. liegt, werden die Bestimmungen 
erschwert. Es ist deshalb notwendig, entweder das Plasma in ent- 
sprechendem Mabe mit physiologischer NaCl-Lésung zu verdiinnen 
und den Gehalt der so verdiinnten Mischung zu messen oder, wenn der 
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Gehalt zu gering ist, etwas mehr Plasma als hier angegeben ist, 21: 
verwenden (z. B. bis 0,30 cem Plasma oder Serum anstatt bis 0,20 ccm 

Besonders erschwert werden die Messungen, wenn Heparin zu- 
gesetzt wird. Auch hier werden die Messungen am leichtesten mit 
Kaninchenplasma ausgefiihrt, wihrend Rinderplasma besonders un- 
giinstig reagiert. Im letzten Falle ist es sogar nicht méglich, quantitative 
Resultate zu erzielen [vgl. friihere Untersuchungen (5)]. Besonders ist 
es nicht méglich, eine geradlinige Beziehung zu erhalten, wenn Heparin 
in groBen Mengen zugesetzt wird, so daB ein Uberschu8 entsteht. 
Gewohnlich wird das Plasma mit etwa 15 mg®, Heparin der Aktivitit 
k = 4 — 5 [vgl. (9)] gesiittigt, d. h., daB bei dieser Menge das Maximum 
der Antithrombinbildung erreicht ist. Die Zugabe von mehr Heparin 
gibt keine weitere Steigerung. Dies hiingt damit zusammen, daB das 
Heparin nicht als solches eine Antithrombinwirkung ausiibt, sondern 
fiir eine Antithrombinwirkung braucht Heparin das Vorhandensein von 
bisher unbekannten labilen Komponenten des Plasmas, z. B. wird die 
Gerinnung von gereinigten Fibrinogenlésungen von Heparin nicht 
beeinfluBt. Diese Komponenten werden schon bei der Herstellung des 
Serums (bei Erwirmen oder bei Koagulation) vernichtet; hieriiber 
wurde friiher eingehend berichtet (5) (10). Bei einem Heparingehalt 
bis zu 25 mg®, ist es méglich, die Kurven mit ausreichender Genauigkeit 
zu bestimmen, insbesondere wenn Kaninchenplasma benutzt wird. 
Uber diesem Heparingehalt ist es aber schwieriger, und bei gréBeren 
Heparinmengen ist es unméglich, quantitative Ergebnisse zu erhalten. 
Die Kurven zeigen eine mehr und mehr ausgesprochene Kriimmung, 
indem sie mit steigenden Mengen des zugesetzten Plasmas zu hohe 
Werte von t/t, geben. Die Ursache hierfiir ist bisher unbekannt, es 
ist aber wahrscheinlich, daB Heparin, als sehr stark elektrisch geladener 
Kérper, auf die Proteine der Lésung einwirkt [vgl. die Untersuchungen 
von Fischer (11) iiber die Beziehung zwischen Heparin und Protein- 
stoffen]. 

Es zeigt sich, daB sehr viele Umstiinde in Betracht gezogen werden 
miissen, wenn man zufriedenstellende, quantitative Ergebnisse zu 
erhalten wiinscht. Bei Einhaltung der genannten Bedingungen ist es 
aber méglich, genaue Bestimmungen zu erhalten, und eine Grundlage 
fiir die Lésung verschiedener physiologischer Fragen iiber das Anti- 
thrombin ist somit geschaffen worden. 

Unumgiinglich ist die Verwendung von starken, gereinigten Throm- 
binpraparaten, und solche wurden durch Ausarbeitung eines modifi- 
zierten Mellanby-Bleibtreu-Verfahrens leicht zugiinglich gemacht (6) (7). 
Die fiir die Messungen notwendigen groBen Thrombinmengen wurden 
uns gréBtenteils von ,,Lovens kemiske Fabrik‘‘, Kopenhagen, zur Ver- 
fiigung gestellt. 
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Von praktischer Bedeutung ist ferner, daB die Plasma- und Serum- 
proben ohne Riicksicht auf den Antithrombingehalt etwa 1 Woche im 
Eisschrank aufbewahrt werden kénnen, ohne an ihrer Antithrombin- 
wirkung einzubiiBen [vgl. Untersuchungen iiber die Verwendung der 
Bestimmungsmethode (3)]. 


Zusammenfassung, 


Uber die mit der von Astrup und Darling ausgearbeiteten Methode 
zur quantitativen Messung des Antithrombingehalts im Blutplasma- 


und -serum gewonnenen spiteren Erfahrungen wird berichtet und die 
Bedingungen zur Erzielung von zufriedenstellenden Resultaten werden 
besprochen. 


Diese Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung von ,,.Danmarks tekniske 
Hojskoles Fond for teknisk Kemi‘ und ,,Lovens kemiske Fabriks Legat til . 
Minde om Apoteker August Kongsted‘ durchgefihrt. 
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Versuche iiber das Verhalten 
von Nicotin und Coffein gegen Ascorbinsiiure. 
Von 
Gi. Reif. 
(Aus der chemischen Abteilung des Reichsgesundheitsamtes, Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Marz 1943.) 


I, Nieotin, 


Der zerstérende EinfluB von Alkalien auf die Ascorbinsaure ist 
bekannt. Es entstand die Frage, ob auch Alkaloide, die alkalischen 
Charakter besitzen, zersetzende Wirkung auf die Ascorbinsiure aus- 
iiben. Um dies festzustellen, wurde zuniichst das physiologisch inter- 
essante Nicotin, das aéuBerst stark alkalisch reagiert, in den Kreis der 
Untersuchungen gezogen. 

Die Priifung begann damit, daB zu einer bestimmten Menge einer 
mit gewohnlichem destillierten Wasser des Handels_hergestellten 
wisserigen Ascorbinsiurelésung eine abgemessene kleine Menge Nicotin | 
gegeben wurde. Danach zeigte sich, da nach halbstiindiger Ein- 
wirkungsdauer bei der Titration mit 2, 6-Dichlorphenolindophenol- 
lésung tiberhaupt keine Ascorbinsiure mehr feststellbar war, wihrend 
bei einem in gleicher Weise, aber ohne Zusatz von Nicotin ausgefiihrten 
Versuch nur ein geringer Teil der Ascorbinsiure zerstért war. Diese 
bei Anwesenheit von Nicotin entstandene rasche und intensive Zer- 


‘stérung der Ascorbinsiiure war auffallend. Es war nun zu priifen, o} 


das Nicotin allein die Zerstérung der Ascorbinsiure herbeizufiihren 
vermag, oder ob es dazu der Hilfe eines katalytischen Mittels bedarf. 
Zur Klarung dieser Frage wurde das gewoéhnliche destillierte Wasser 
langere Zeit zum Kochen erhitzt. Der mit diesem Wasser vorgenommene 
Versuch fiihrte jedoch wieder zu dem gleichen Ergebnis wie der zuerst 


? Um zu priifen, ob das Nicotin fiir sich auf die 2, 6-Dichlorphenolindo 
phenollésung reduzierend einzuwirken vermag, wurde diese Farbstofflésung 
unmittelbar zu einer wasserigen Nicotinlésung, auch bei Zusatz kleiner Mengen 
Kupfer, gegeben, ohne daB dabei eine Entfarbung der Farbstofflésung eintrat. 
Ebenso blieben wiisserige Nicotinlésungen, die teils ohne, teils mit Kupfer voi 
der Titration sowoh] bei 20° als auch bei 37° 1 Stunde lang gestanden hatten. 
ohne Einwirkung auf das 2, 6-Dichlorphenolindophenol, ein Zeichen, daB auch 
beim Stehen der wasserigen Nicotinlésung sich u. U. bildende Zersetzungs. 
produkte die Farbstofflésung nicht beeinflussen. 
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ausgefiihrte, indem auch diesmal dureh den Zusatz von, Nicotin voll- 
stindige Zerstérung der verwendeten Ascorbinsiiuremenge eintrat. 
Dann wurde dazu tibergegangen, das zur Lésung der Ascorbinsiiure 
dienende Wasser nochmals zu destillieren und erst mit dem Destillat 
die Versuche auszufiihren. Der danach vorgenommene Versuch fiihrte 
nun zu ganz anderen Werten. Das Nicotin hatte jetzt seine Einwirkungs 
fahigkeit auf die Ascorbinsiure fast vollstiindig verloren, wihrend diese 
weiterbestand, wenn der Versuch mit dem Destillationsriickstand des 
Wassers ausgefiihrt wurde. Es war mithin erwiesen, daB das Agens, 
das dem Nicotin die Fihigkeit verleiht, eine rasche und intensive Zer- 
stérung der Ascorbinsiure herbeizufiihren, nicht itiberdestilliert, sondern 
bei der Destillation des Wassers im Riickstand verbleibt. Die Ver- 
mutung lag nahe, daB es sich bei diesem Agens um duBerst geringe 
Metallmengen, vorwiegend wahrscheinlich Kupfer, handelt. Die Ver- 
suche wurden daher in der Weise fortgesetzt, daB zu einer mit dem 
nochmals destillierten Wasser hergestellten Ascorbinsiurelésung eine 
ganz kleine Menge Kupferchlorid gegeben wurde. Danach konnte in 
der Tat gezeigt werden, daB das Nicotin bei Anwesenheit kleiner Kupfer- 
mengen die Fihigkeit besitzt, auBerordentlich beschleunigend auf die 
Zerstérung der Ascorbinsiure einzuwirken, bedeutend stirker, als dies 
die kleinen Kupfermengen allein vermochten. Die Zerstérung ging 
noch rascher und intensiver vor sich, wenn nicht bei Zimmertemperatur 


sondern bei 379 gearbeitet wurde. Dann geniigten zur Beschleunigung 
der Zerstérung der Ascorbinsiiure schon iiberaus kleine Mengen Nicotin, 
z. B. solche, wie sie beim Rauchen einer Zigarre mit dem Hauptrauch 
in den Mund des Rauchers gelangen. 


Anordnung der Versuche. 


Fiir die Versuche wurde kristallisierte 1-Ascorbinsiure (Cebion 
Merck) verwendet, und zwar wurde stets die Ascorbinsiure aus der 
gleichen Flasche genommen, weil sich herausstellte, da Ascorbinsiure- 
praparate mitunter in ihrer Oxydierbarkeit voneinander etwas ab- 
weichen kénnen. Das Nicotin (Nicotinum puriss., Schering A.-G., 
Berlin) muBte vollstindig rein, farblos und von méglichst kurzem 
Herstellungsdatum sein. Schon geringe Verunreinigungen, die sich in 
einem schwach braunen Farbton zu erkennen gaben, driickten die Ein- 
wirkungskraft des Nicotins auf die Ascorbinsiure herab. Nicotin, aus 
einer Flasche entnommen, die bereits lingere Zeit gestanden hatte und 
wiederholt geéffnet worden war, hatte die Einwirkungsfihigkeit groBen- 
teils eingebiiBt. Je reiner das Nicotin war, desto gréBer war auch seine 
Einwirkungskraft. 


1. Versuch. Bei’dem unter Verwendung von gewéhnlichem destillierten 
Wasser des Handels ausgefiihrten Versuch wurden der wisserigen Ascorbin- 
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siurelésung 0,02 ccm Nicotin hinzugefiigt. Da das spez. Gewicht des Nicotin 
1,0111 betragt, kénnen diese 0,02 cem praktisch als gleichbedeutend mit 0,02 ; 
angesehen werden. Die 0,02 g Nicotin wurden zu 20 cem einer Ascorbinsaure 
jésung gegeben, die vorher so eingestellt worden war, daB bei sofort ausgefiihrte: 
Titration 3 ccm 2,6-Dichlorphenolindophenollésung verbraucht wurden. Bracht: 
man von diesen 3ccm 0,1 cem fiir die bei der Titration bendtigte bleibende 
Rosafarbung in Abzug, so enthielt die Lésung im Durchschnitt 0,2 mg Ascorbin 
siure. Die Lésung von 0,2 mg Ascorbinsiure kam bei allen Versuchen, auch 
den spater aufgefiihrten, zur Verwendung. Die Versuche unter Verwendung 
von gewoéhnlichem destillierten Wasser wurden sowohl bei Zimmertemperatur 
(etwa 20°) als auch im Thermostaten bei 37° durchgefiihrt. Die Einwirkungs 
dauer betrug 30 Minuten. Danach wurden zur Titration folgende Mengen 
Farbstofflésung verbraucht: 





Ascorbinsiurelésung 





30 Minuten 


ohne Zusatz von Nicotin mit Zusatz von Nicotin 


20° 2,12 cem 0 ccm 
37° 320% Oe. 


Die Ascorbinsiure war also nach einer halben Stunde sowohl in 
dem bei 20° als auch in dem bei 37° unter Zugabe von 0,02 g Nicotin 
ausgefiihrten Versuch vollstindig zerstért, wihrend in dem ohne Zusatz 
von Nicotin bei 20° vorgenommenen noch iiber zwei Drittel, bei 37° noch 
etwa die Hilfte der urspriinglich angewendeten Ascorbinsiuremenge 
unzersetzt geblieben war. 


2. Versuch. Das gewoéhnliche destillierte Wasser wurde noch zweimal 
sorgfaltig destilliert. Da nur GlasgefiBe zur Verfiigung standen und keine 
QuarzgefaBe, muBten die durch Aufnahme kleiner Mengen stérender Stoffe 
aus dem Glas bedingten Fehler des Analysenergebnisses mit in Kauf genommen 
werden. Dem dreifach destillierten Wasser wurde bei den unter Zugabe von 
Kupfer durchgefiihrten Versuchen 0,2 y Kupferchlorid (CuCl, + 2H,0) 
(= 0,07 y Kupfer) zugesetzt. In den unter Zugabe von Nicotin vorgenommenen 
Versuchen wurden wieder zu 20 ccm Ascorbinsaurelésung 0,02 g Nicotin gegeben. 
Die Ascorbinsdéurelésung war stets frisch bereitet in der im ersten Versuch 
angegebenen Starke. Die Untersuchungen wurden sowohl bei 20° als auch bei 37° 
durchgefiihrt. Die Dauer der Einwirkung betrug 30 bzw. 60 Minuten. Um die 
durch die Anwesenheit von Nicotin in der kupferhaltigen Ascorbinsdurelésung 
bedingte Beschleunigung der Ascorbinsaurezerstérung zu zeigen, waren folgende 
Lésungen zu priifen: 


a) 20cem Ascorbinsaiurelésung; 
b) 20cem Ascorbinsdurelésung mit Zusatz von 0,02 g Nicotin; 
¢) 20cem Ascorbinsdurelésung mit Zusatz von 0,2 y Kupferchlorid (gelést in 
0,1 cem Wasser); 
d) 20cem Ascorbinsaurelésung mit Zusatz von 0,02 g Nicotin und 0,2 » Kupfer- 
chlorid. 
Nach der Einwirkung wurden zur Titration folgende Mengen 
Farbstofflésung verbraucht: 
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Ascorbinsiurelésung 





mit Zusatz von 
Nicotin 
+ Kupferchlorid 


mit Zusatz von | mit Zusatz von 
Nicotin Kupferchlorid 


ohne Zusatz 
20° 
Nach 30 Minuten 2,36 2,28 2,16 0,68 
~ 6C “s 3,12 1,86 1,7 0 
379 
Nach 30. Minuten 2,32 2,14 1.80 0,14 
oo ee % 1,74 1,52 0,68 0 


Aus der Tabelle geht hervor, daB das Nicotin allein die Oxydation 
der Ascorbinsiiure nicht wesentlich beeinfluBt hat. GréBere Unter- 
schiede waren, wie die spitere Versuchsanordnung zeigen wird, haupt- 
siichlich auf hier nicht zu vermeidende Verunreinigungen zuriick- 
zufiihren. Dagegen hatte das Nicotin bei Anwesenheit der kleinen 
Kupfermengen die Oxydation der Ascorbinsiure derart beschleunigt, 
daB diese schon bei den bei Zimmertemperatur ausgefiihrten Versuchen 
nach einer Einwirkungsdauer von 60 Minuten vollstindig zerstért war. 
Bei den bei 37° vorgenommenen Versuchen hatte das Nicotin unter 
dem Einflu8 des Kupfers bereits nach 30 Minuten auf die Ascorbinsiure 
so zerstérend eingewirkt, da8 nur noch ein ganz kleiner Teil unzersetzt 
geblieben war, wihrend bei dem entsprechenden Versuch mit Kupfer-, 
aber ohne Nicotinzusatz noch etwa zwei Drittel der urspriinglich an- 
gewendeten Ascorbinsiuremenge unversehrt war. 


3. Versuch. Um die bei den Versuchen auftretenden Stérungen besser aus- 
zuschalten und bei der Wiederholung der Versuche zu praktisch gleichbleibenden 
Titrationswerten zu gelangen, wurde bei den weiteren Versuchen mehrere 
Stunden lang in das dreifach destillierte Wasser, und dann wahrend der Be- 
reitung der fiir die Durchfiihrung der Versuche bendtigten Lésungen auch in 
diese, mit Pyrogallol gereinigter Stickstoff eingeleitet, sowie nach der Bereitung 
der Mischungen aus den mit Glasstopfen verschlossenen kleinen Kélbchen die 
Luft ebenfalls durch Stickstoff weitgehend verdrangt, wodurch die die Ascorbin- 
sure zersetzende Wirkung des Sauerstoffs herabgedriickt wurde. Ferner 
wurde die Menge der Ascorbinsdéurelésung von 20 auf 2 ccm herabgesetzt und 
im verdunkelten Zimmer gearbeitet, um die ungiinstige Beeinflussung des 
Analysenergebnisses durch Licht-, besonders durch Sonnenstrahlen, zu ver- 
meiden. Es zeigte sich nimlich, da8 gerade die unter Zusatz von Nicotin aus- 
gefiihrten Versuche in ihren Analysenergebnissen durch Lichtstrahlen sehr un- 
giinstig beeinfluBt wurden. Die Untersuchungen wurden nunmehr nicht nur 
mit 0,2 y, sondern auch mit 0,4 y Kupferchlorid, ferner mit 0,02 g sowie mit 
0,0003 g Nicotin durchgefiihrt. Der Anwendung von 0,0003 g Nicotin liegt der 
Gedanke zugrunde, die im Hauptrauch (der in den Mund des Rauchers ge- 
langende Teil des Rauches) einer Zigarre oder von fiinf Zigaretten! enthaltene 


1 Zigarrentabak enthalt im Mitte] 1,5%, Nicotin, Zigarettentabak 1%. 
Da eine Zigarre etwa 6 g wiegt, so sind in ihr 0,09 g Nicotin und in einer Zigarette, 
die etwa 1g wiegt, 0,01 g Nicotin enthalten. Von dem Nicotingehalt einer 
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Nicotinmenge von 0,015 g auf 10mg Ascorbinsdiure einwirken zu lassen. Da 
mit einer Ascorbinsaéurelésung gearbeitet wurde, die zur Titration 3 cen 
2, 6-Dichlorphenolindophenollésung erforderte und mithin einer Menge von 
0,2 mg Ascorbinsadure entsprach, war dieser eine Lésung von 0,0003 g Nicotin 
zuzusetzen. Ergebnis der Versuche: 





Ascorbinsiiurelésung 





mit Zusatz von 





| 


ZY 


ohne Zusatz 
0,02 g Nicotin 
| 0.0003 g Nicotin 
0,2 ¥ 
Kupferchlorid 
0,02 g Nicotin 
| +0,2 
Kupferchlorid 
+ 0,2 y 
|| Kupferchlorid 
+0,4 y 
Kupferchlorid 
0,0003 g Nicotin 
+ O04 y 
Kupferchlorid | 


| 0,02 g Nicotin 


|0,0003g Nicotin 
0,4 4 
Kupferehlorid 


90° 
Nach 30 Minuten 2,62 
» 0. , 12641998 
370 
Nach 30 Minuten 2,20 2.52 | 2,06 
eS aes 1,72 2,04 1,46. 
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Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB bei den Versuchen ohne Kupfer- 
zusatz die Einwirkung des Nicotins auf die wisserige Ascorbinsiure- 
lésung sowohl bei der Anwendung von 0,02 g und noch mehr bei der 
von 0,0003 g Nicotin gering war. Erst bei den bei 37° vorgenommenen 
Versuchen war sie mit 0,02 g Nicotin nach 60 Minuten deutlicher. Zu 
ganz anderen Resultaten fiihrten dagegen die Versuche bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Nicotin und Kupfer; hier war, wie ein Vergleich 
der drei unter Zusatz von 0,2y Kupferchlorid angegebenen Versuchs- 
reihen zeigt, bei den mit 0,02 g Nicotin ausgefiihrten Versuchen die 
Einwirkung auf die Ascorbinsiurelésung durchgehends sehr stark, so 
da8B die Ascorbinsiure nicht nur bei den Versuchen bei 37°, sondern 
auch bei den bei 20° nach 60 Minuten vollig zerstért war. Bei den 
Versuchen unter Zusatz von 0,0003 g Nicotin und 0,2 y Kupferchlorid 
konnte ebenfalls noch deutliche Einwirkung auf die Ascorbinsiure 
beobachtet werden, wenn auch in viel geringerem MaBe. Die Versuche 
unter Verwendung von 0,4y Kupferchlorid ergaben dann durchwegs 
noch stirkere Einwirkung, so daB hier bei dem Zusatz von 0,02 g Nicotin 
in fast allen vier Fiillen véllige Zerst6rung der Ascorbinsaure eingetreten 
war, wihrend sie bei der Anwendung von 0,0003 g Nicotin zwar ebenfalls 


Zigarre gelangen mit dem sog. Hauptrauch durchschnittlich 15% oder 0,014 ¢ 
Nicotin in den Mund des Rauchers, von dem einer Zigarette 30% oder 0,003 ¢ 
Nicotin; demnach von fiinf Zigaretten 0,015 g Nicotin. Diese 0,014—0,015 ¢ 
Nicotin sollen auf 10 mg Ascorbinsaiure einwirken. Da die verwendete Ascorbin 
siurelésung 0,2 mg Ascorbinsaiure enthalt, waren dieser also 0,0003 g Nicotin 
hinzuzusetzen. 
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stark ahgegriffen, jedoch erst bei 37° und nach einer Einwirkungsdauer 
von 60 Minuten vollstindig oxydiert war. 

Um aufzukliren, worauf die beobachtete Wirkung des Nicotins 
beruht, wurden Versuche teils ohne und teils mit Zugabe von Kupfer- 
chlorid angestellt, bei denen durch Zusatz von n/10 Salzsiure die 
durch Nicotin bedingte alkalische Reaktion der Versuchsansitze herab- 
gesetzt bzw. ausgeschaltet wurde. Hierbei zeigte sich, daB die Zer- 
stérung der Ascorbinsiure nur im alkalischen Medium vor sich ging 
und daB sie hauptsichlich auf eine durch Kupferionen katalysierte 
QH-Wirkung zuriickzufiihren ist. Sie tritt dann auch im schwach 
alkalischen Medium noch deutlich hervor. In der nachstehenden 
Tabelle sind die festgestellten py-Werte und die bei diesen ‘py-Werten 
nach einer Einwirkungsdauer von 60 Minuten verbrauchten Mengen 
2,6-Dichlorphenolindophenollésung angegeben. 





Ascorbinsiurelésung 





mit Zusatz von 
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ohne Zusatz 
1,5 eem 
Salzsiure 
,02 g Nicotin 
chlorid 
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Titrationswerte 
nach 60 Min. 
| 2.78 | 1,96 | 1,94 0,86 2,46 


Es entstand nun die Frage, wie weit geht unter dem gleichzeitigen 
EinfluB des Nicotins und des Kupfers die Oxydation der Ascorbinsiure ; 
hért sie bei der Bildung der ebenfalls noch physiologisch wirksamen 
Dehydroascorbinsiure auf oder greift sie dariiber hinaus. Zur Klarung 
dieser Frage wurde versucht, mit Schwefelwasserstoff die Ascorbinsiure 
zuriickzubilden. Diese Versuche ergaben folgende Werte: 





Ascorbinsdurelésung und 


\| 
iH] 
ih. 
20° | 
| 





0,02 g Nicotin 0,0003 g Nicotin 
+ 0,2 y Kupfer- | + 0,2 y Kupfer- 
chlorid chlorid 


0,2 y Kupfer- 
chlorid 


Nach 30 Minuten: 
vor der Einwirkung von H,S ¢ 0,80 2,14 
nach der Einwirkung von H,S ie * 0,80 2,20 

Nach 60 Minuten: 


vor der Einwirkung von H,S 
nach der Einwirkung von H,S 
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Demnach hatte sich bei den mit 0,2 Kupferchlorid aber ohne 
Zusatz von Nicotin ausgefiihrten Versuchen die Ascorbinsiiure durch 
Schwefelwasserstoff fast véllig zuriickbilden lassen. Die Oxydation 
war also hier, bis auf einen ganz geringen Teil, nur bis zur Dehydro 
ascorbinsiiure gegangen. Bei den unter gleichzeitigem Zusatz von 
Nicotin und Kupfer ausgefiihrten Versuchen war dagegen die Oxydation 
iiber die Dehydroascorbinsiure hinaus fortgeschritten, so daB sich bei 
den Versuchen mit 0,02 g Nicotin iiberhaupt keine Ascorbinsiiure mehr 
zuriickbildete und bei den mit 0,0003 g Nicotin nur ein ganz geringer 
Teil. Die Ascorbinsiure hatte demnach unter dem EinfluB des Nicotins 
bei Gegenwart kleiner Mengen Kupfer, soweit sie oxydiert worden 
war, ihren physiologischen Wert vollkommen verloren. Spiiter auf- 
gefiihrte Versuche werden zéigen, daB sich auch hierin das Nicotin 
vom Coffein wesentlich unterscheidet. 


II. Coffein, 


Nachdem das Verhalten des Nicotins fiir sich sowie unter dem 
Einflu8 von Kupfer gegeniiber der wiisserigen Ascorbinsiurelésung 
gepriift worden war, wurde versucht, unter den gleichen Bedingungen 
das Verhalten des ebenfalls physiologisch interessanten Coffeins kennen- 
zulernen. Es kann vorweg gesagt werden, daB das Coffein weder allein 
noch bei gleichzeitiger Anwesenheit kleiner Mengen Kupfer zerstérende 
Wirkungen auf die Ascorbinsiure ausiibte, daB also das Coffein im 
Gegensatz zum Nicotin mit Hilfe von Kupfer die Zerstérung der As- 
corbinsaiure nicht zu beschleunigen vermochte. 


Fiir die Versuche wurde Coffein DAB. 6 zweimal umkristallisiert 
und dann unter Luftabschlu8 aufbewahrt. Zur Anwendung kam, wie 
bei den Versuchen mit Nicotin, eine wisserige Ascorbinsiureldsung, die 
zur Titration 3 cem .2, 6-Dichlorphenolindophenollésung (einschlieBlich 
der 0,1 ccm fiir die bleibende Rosafiirbung) erforderte. Die Versuche 
wurden im iibrigen in gleicher Weise wie die bei der Priifung des Nicotins 
durchgefiihrt. 


1. Versuch. Bei dem Versuch unter Verwendung von gewéhnlichem destil- 
lierten Wasser und einer Menge von 0,02 g Coffein betrug die Einwirkungsdauer 
30 Minuten bei 20 bzw. 37°. Hiernach wurden zur Titration folgende Mengen 
Farbstofflésung verbraucht: 





Nach Ascorbinsiurelésung 


30 Minuten 





ohne Zusatz von Coffein | mit Zusatz von Coffein 
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Die Tabelle zeigt, daB bei dem Versuch ohne und auch bei dem mit 
Coffeinzusatz sowohl bei 20° als auch bei 37° praktisch gleiche Mengen 
Ascorbinsiiure oxydiert wurden. 


2. Versuch. Fir den Versuch unter Benutzung von dreifach destilliertem 
Wasser waren folgende Lésungen zu priifen: 


a) 20 cem Ascorbinsaurelésung. 

b) 20 ,, Ascorbinséurelésung mit Zusatz von 0,02 g Coffein (gelést in 10 cem 
Wasser). 

c) 20 ,, Ascorbinsiurelésung mit Zusatz von 0,2 » Kupferchlorid (gelést in 
0,1 cem Wasser). 

d) 20 Ascorbinsaurelésung mit Zusatz von 0,02 g Coffein und 0,2 » Kupfer- 
chlorid. 


Da das Coffein in einer Lésung von 10 cem Wasser der Ascorbinsaurelisung 
hinzugefiigt worden war, wurden anfangs zum Ausgleich bei den Versuchen 
ohne Coffeinzusatz 10 ccm Wasser hinzugegeben. Spitere Versuche ergaben 
jedoch, daB diese Zugabe auf das Analysenergebnis keinen Einflu8 ausiibte, 
und mithin darauf verzichtet werden konnte. Die Ubereinstimmung der Titra- 
tionswerte in den Spalten der nachstehenden Tabelle ,,Ascorbinsiurelésung 
ohne Zusatz‘‘ und ,,Ascorbinsiéurelésung und Kupferchlorid‘‘ mit den ent- 
sprechenden der Nicotinversuche, erklart sich daraus, daB bei der Wiederholung 
der Versuche Nicotin und Coffein gleichzeitig nebeneinander gepriift worden 
waren. 





Ascorbinsiurelésung 





mit Zusatz von 
tke aE LE Coffein: 
Coffein Kupferchlorid + Kupferchlorid 


ohne Zusatz 


20° 
Nach 30 Minuten 2,36 2,32 2,16 
ge 2,12 2,02 1,78 
37° 
Nach 30 Minuten 2,32 28 1,80 
ay. ieee 1;74 st 0,68 


Auch hier fiihrten also sowohl die ohne als auch die mit Zusatz 


von Coffein ausgefiihrten Versuche zu praktisch gleichen Werten. 


3. Versuch. Fiir die Versuche, bei denen Stickstoff in das dreifach destillierte 
Wasser sowie in die zu untersuchenden Lésungen, besonders auch in die Coffein- 
lésung geleitet wurde, wurden 0,02 g und auch 0,003 g Coffein verwendet. Der 
Anwendung von 0,003 g Coffein lag der Gedanke zugrunde, die in der Regel 
in einer Tasse Kaffee enthaltene Coffeinmenge von 0,15 g auf 10 mg Ascorbin- 
siure einwirken zu lassen. Da mit einer Ascorbinséurelésung gearbeitet wurde, 
die zur Titration 3ccm 2, 6-Dichlorphenolindophenollésung erforderte und 
mithin einer Menge von 0,2 mg Ascorbinséure entsprach, war dieser also eine 
Lésung von 0,003 g Coffein zuzusetzen. 
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Nach 30 Minuten é | 2,56 2,08 2,02 2,06 1,80; 1,78 

ef See {| 2,20 || ¢ 2,14,1,42 1,44 1,48 (0,96; 0,90 
Vergleicht man in der Tabelle jeweils die drei Werte Ascorbinsiure 
ohne Zusatz, Ascorbinsiure + 0,02 g Coffein und Ascorbinsiure + 0,003 g 
Coffein, dann Ascorbinsiure + 0,2y Kupferchlorid, Ascorbinsiure 
+ 0,02 g Coffein +- 0,2 y Kupferchlorid und Ascorbinsiure + 0,003 g 
Coffein + 0,2 y Kupferchlorid, sowie die entsprechenden Werte bei 
Anwendung von 0,4 Kupferchlorid miteinander, so findet man, dal 
das Coffein weder fiir sich allein — sei es in Mengen von 0,003 g oder 
in den bedeutend gréBeren von 0,02 g — noch in Gegenwart von Kupfer 

einen Einflu8 auf die Oxydation der Ascorbinséure ausgeiibt hat. 

SchlieBlich wurde noch gepriift, ob unter dem EinfluB von Coffein 
und Kupfer die Ascorbinsiure weiter oxydiert wird als durch Kupfer 
allein. Die mit Schwefelwasserstoff ausgefiihrten Versuche zeigten 
folgende Werte: 
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0,02 g Coffein 
'+ 0,2 y Kupferchlorid 


0,2 y Kupferchlorid 


Nach 30 Minuten: 
vor der Einwirkung von H,S 2,62 
nach der Einwirkung von HS 2,94 


Nach 60 Minuten: 
vor der Einwirkung von H,S 2,28 
nach der Einwirkung von H,S 2,78 
Wie aus den verbrauchten Mengen Farbstofflésung zu ersehen ist. 
hatte sich also bei den Versuchen mit Zusatz von Coffein durch den 
Schwefelwasserstoff ebensoviel Ascorbinsiéure zuriickgebildet wie bei 
den ohne Coffeinzusatz. Daraus geht hervor, da8 bei Anwesenheit 
von Coffein und Kupfer zusammen die Ascorbinsiure in gleicher Weise 
oxydiert wurde wie bei der von Kupfer allein. 


Bei der Ausfiihrung der Versuche wurde ich von Fri. Z. Bergmann bestens 
unterstiitzt. 





. 
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Zusammenfassung, 


Bei den Versuchen iiber das Verhalten von Nicotin gegeniiber einer 
Lésung von Ascorbinséiure in dreifach destilliertem Wasser iibte das 
Nicotin erst bei lingerer Einwirkungsdauer geringen EinfluB auf die 
Qxydation der Ascorbinsiure aus. Es beschleunigte aber die Zer- 
stérung der Ascorbinséure auBerordentlich, wenn kleine Mengen Kupfer 
zugegen waren, so daB dann die Oxydation der Ascorbinsiiure bedeutend 
rascher und intensiver vor sich ging als durch die Einwirkung der 
kleinen Kupfermengen allein. Diese ging dann, bei Anwendung gréBerer 
Mengen Nicotin vollstindig, bei Anwendung kleinerer gréBtenteils 
iiber die Bildung der Dehydroascorbinsiure hinaus, so daB die Ascorbin- 
siure im ersteren Falle itiberhaupt nicht mehr, im letzteren nur zum 
ganz geringen Teil durch Schwefelwasserstoff zuriickerhalten werden 


konnte. 

Unter den gleichen Bedingungen ausgefiihrte Versuche mit Coffein 
zeigten, daB dieses weder fiir sich allein auf die Ascorbinsiiure einwirkte, 
noch ihre Zerstérung bei Gegenwart kleiner Mengen Kupfer beschleu- 
nigte. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Coffein und Kupfer entstand, 
in gleichem MaBe wie durch die kleinen Mengen Kupfer allein, bei der 
Oxydation der Ascorbinsiiure fast ausschlieBlich die Dehydroascorbin- 


siiure, die sich durch Schwefelwasserstoff wieder in die Ascorbinsiiure 
zuriickverwandeln lieB. 
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Untersuchungen iiber die Permeabilitit 
lebender Membranen. 
XI. Mitteilung: 

Die Giftwirkung von Seewasser verschiedener Konzentration auf 
» Gammarus pulex“ und einige Vergiftungsgleichungen?. 
Von 
Eugen Macovski und Eufrosine Macoyski. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Naturwissenschaftlichen Fakultat. 
Universitat Bukarest.) 


(Eingegangen am 25, Médrz 1943.) 


Wo. Ostwald (1907) stellte auf Grund seiner Untersuchungen iiber 
die Lebensdauer 7’ von ,,Gammarus pulex“‘ in Salzlésungen verschiedener 
Konzentrationen c fest, daB zwischen der Giftigkeit 1/7’ und der Kon- 
zentration die Beziehung (1) 


ij? = Ke (1) 


besteht. Wird nimlich die GréBe der Konstanten K und m an Hand 
von Versuchsergebnissen rechnerisch bzw. graphisch ermittelt und wird 


fiir alle verwendeten Konzentrationen die entsprechende Lebens- 
dauer 7' nach der Formel (1) berechnet, so stimmen die berechneten 
T-Werte mit den experimentell gefundenen, besonders bei mittleren 
Konzentrationen, befriedigend tiberein. — Nur bei den niedrigsten und 
héchsten verwendeten Konzentrationen starben die Versuchstiere 
spiter als es die Beziehung (1) fordert. Diese Abweichung wurde von 
Wo. Ostwald als berechtigt gefunden: Bei niedrigsten Konzentrationen 
kénnen zu hohe 7'-Werte auftreten, weil die individuellen Verschieden- 
heiten der Tiere, die VersuchsungleichmiBigkeiten, die Temperatur- 
wechsel usw. auf die Versuchsergebnisse einen starken EinfluB iiben 
und somit eine groBe Variationsbreite in der beobachteten langen 
Lebensdauer bedingen; auch die kleinsten Versuchsfehler, z. B. in der 
Konzentration der Lésungen, kénnen hier eine bedeutende Anderung 
der Lebensdauer hervorrufen. — Bei den héchsten verwendeten Kon- 
zentrationen spielen zwar die zufilligen Versuchsfehler keine bedeutende 
Rolle mehr, da aber die Lebensdauer in diesem Gebiet verhaltnisma8ig 
kurz ist, macht sich der zum Eindringen der Salze in den Tierkérper 
notwendige Zeitaufwand in einer Verzégerung des Todes bemerkbar. - 

Die obigen Befunde, das ihnliche Aussehen der Kurven, welche einerseit+ 


1 X. Mitteilung, diese Zeitschr. 313, 250, 1942. 
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den Gang der Versuchsergebnisse und andererseits den Verlauf der 
Adsorptionsvorgiinge darstellen, sowie die Anerkennung einer gewissen 
Analogie zwischen der Beziehung (1) und der exponentiellen Adsorptions- 
gleichung (2) 

a = K c®, (2) 


bildeten fiir Wo. Ostwald den Ausgangspunkt fiir die Entwicklung 
neuer Vorstellungen tiber die Dynamik der erwihnten Giftwirkungen. 
Der Hauptgedanke war, daB der Tod der Versuchstiere (Gammarus) 
in den salzhaltigen Lésungen durch die iibermiBige einseitige oder auch 
verdringende Salzadsorption an die GewebseiweiBstoffe bedingt ist?. 


Einige Jahre spiter (1910), als Wo. Ostwald seine Formel (1) noch- 
mals revidierte, erkannte er, daB diese ,,Giftigkeitsgleichung kein 
vollig korrekter Ausdruck der Tatsachen ist und einer Vervollstindigung 
bedarf‘‘. Denn wenn man in der friiheren Betrachtungsweise (1907) 
die bei den kleinsten Konzentrationen beobachtete Verzégerung in 
dem Auftreten des Todes auf Fehler und UngleichmaBigkeiten der 
Versuche zuriickfiihrte, konnte man nicht erkliren, warum in den er- 
wihnten Versuchen immer eine systematische Verspitung des Todes 
auftrat und niemals ein zu friihes Absterben der Versuchstiere. Auch 
die Tatsache, daB das ,,natiirliche‘‘ Wasser, das geniigende Mengen 
von Salzen enthalt, auf Gammarus keine Giftwirkung iibt, wihrend 
das. reine, salzfreie Wasser fiir die Organismen im allgemeinen recht 
schidlich ist, lieB sich nicht mit der Formel (1) vereinbaren. Deshalb 
stellte Wo, Ostwald (1910) anstatt der Formel (1) eine neue Giftigkeits- 
gleichung (3) 

1/T = K (c —n)"™ ° (3) 


auf, in welcher n die den normalen AuSenbedingungen entsprechende 
Salzkonzentration der Lésung bedeutet. Diese Formel (3) driickt 
deutlich aus, daB ,,der Nullwert der Giftigkeit nicht bei der Salz- 
konzentration Null, sondern bei einem positiven Salzgehalt liegt, der 
in enger Beziehung zu den normalen, in den Geweben des lebenden 
Tieres vorkommenden Salzmengen stehen muB‘. — Alle 7-Werte, 
die nach der Gleichung (3) berechnet wurden, stimmten diesmal mit 
den experimentell gefundenen gut iiberein. Dies war ein Zeichen, dal 
die Giftigkeitsgleichung (3) mit den Eprgebnissen der an Gammarus 
ausgefiihrten Versuche im Einklang steht und da die von Wo. Ostwald 
geiuBerten Betrachtungen richtig sind2. 


1 Wo. Ostwald, Pfliigers Arch. 120, 19, 1907. — * Wo. Ostwald u. A. Derno- 
scheck, Zeitschr. f. Chem. u. Ind. d. Kolloide 6, 297, 1910. Es ist zu_ be- 
merken, daB. in. manchen Lehrbiichern, Handbiichern und wissenschaftlichen 
Mitteilungen nur die Giftigkeitsformel (1) erwahnt wird (z. B.: A. Dognon, 


29 * 
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Trotz der Ubereinstimmung zwischen den Versuchsergebnissen wn 
Giftigkeitsgleichung (3), kénnen auch gegen diese Gleichung einige 
Kinwinde gebracht werden. 

Wie erwihnt, hat Wo. Ostwald das Auftreten systematischer Ab- 
weichungen von der Formel (1), die bei den kleinsten verwendeten 
Salzkonzentrationen beobachtet wurden, durch die Nichtberiick- 
sichtigung der ,,Eigenkonzentration’’ n sinnreich erklirt. Es blieb 
aber unerklirt, wieso die Einfiihrung des n-Wertes in die Beziehung (3) 
sich auch fiir jene Abweichungen in dem Auftreten des Todes giiltig 
erwies, die bei den héchsten verwendeten Salzkonzentrationen auf- 
traten. Wo. Ostwald behauptet nimlich in der vorangehenden Mit- 
teilung (1907), daB es anscheinend ,,eine Minimalzeit gibt, unter welcher 
Gammarus auch in beliebig konzentrierten Salzlésungen nicht sterben‘‘, 
und zwar deshalb, weil , fiir das Eindringen der Salze in den bekanntlich 
sehr wirksam durch Chitin geschiitzten Kérper‘ der Tiere eine gewisse 
..Minimalzeit’’ notwendig ist. Diese ,,Minimalzeit‘‘ wurde jedoch in 
der Formel (1) (1907) nicht beriicksichtigt und auch in der nichsten 
Arbeit (1910) kam Wo. Ostwald auf diese Vorstellung nicht mehr zuriick. 
Offenbar erschien damals eine nihere Behandlung dieser Frage iiber- 
fliissig, nachdem festgestellt wurde, daB die neue Formel (3) mit den 
Ergebnissen der Versuche iibereinstimmt. 

Auch sonst scheint die Gleichung (3) keinen genauen Ausdruck 
der von Wo. Ostwald entwickelten Vorstellungen iiber die Beziehungen 
zwischen der Adsorption und Giftigkeit darzustellen. — Nach Wo. Ost- 
wald entspricht der ,,normalen‘‘ Salzkonzentration n des AuBenmediums 
eine in den Geweben des Tieres normal-adsorbierte Salzmenge y*, 
wihrend in der Lésung von der giftigwirkenden Konzentration ¢ (¢ > n) 
die Gewebe eine gréBere Salzmenge (die wir mit } bezeichnen wollen) 
adsorbieren: die Vermehrung der adsorbierten Salzmenge bedingt die 
Giftwirkung, d. h. ruft eine Schiidigung der normalen Lebensfunktionen 
hervor. — Nun ist die Vermehrung der adsorbierten Salzmenge gleich 
Y — y, und da nach der Adsorptionsformel (2) Y = Ke” und y = Kn” 
sind, hingt die Giftigkeit 1/7’ der Lésung von der Differenz c” — n” 
ab. Es wiirde somit die Giftigkeitsgleichung (4) 

1/T = K (c™ — n") (4) 
Se cinaicnd hs : 
Précis de physicochimie biologique et médicale, 8. 232, Paris 1931; A. J. Clark, 
General Pharmakology in A. Heffters Handbuch der Pharmakolegie, Erginzungs- 
werk 4, 131, Berlin 1937; Z.H. Shaw u. L.J.Geppert, Biodynamica 28, |. 
1937 usw.), obwohl Wo. Ostwald selbst diese Formel als unvollkommen erkannt 
und durch die neue Giftigkeitsgleichung (3) (1910) ersetzt hat. 

* Die GréBen y und x wurden von Wo. Ostwald nur in der ersten Annaherung 
als Konstanten betrachtet, da sie innerhalb gewisser Grenzen variieren kénnen. 
ohne schadliche Folgen fiir die Tiere zu haben. 
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entstehen, und nicht die Beziehung (3), in welcher nur die Konzentra- 
tionsdifferenz c —n auf die m Potenz gebracht ist. 

SchlieBlich weist Wo. Ostwald in seiner Arbeit (1910) noch auf die 
Tatsache hin, daB ,,das Salz erst in die Gewebe hineingelangen (hinein- 
diffundieren) mu8, um adsorbiert zu werden‘, und nimmt weiter an, 
daB ,,das Eindringen des Salzes proportional der Konzentrations- 
differenz c —n erfolgt’*. Die Notwendigkeit, die Diffusionsvorginge 
bei der Untersuchung der ,,Giftigkeit‘* zu beriicksichtigen, wurde somit 
von Wo. Ostwald bereits 1910 erkannt; doch hat Wo. Ostwald diese 
Vorstellung nicht weiter entwickelt, in der Uberzeugung, daB ,,der 
EinfluB der Diffusionsgeschwindigkeit sich nur in dem Werte der 
Konstanten K [Gleichung (3)] bemerkbar machen wiirde”. 

Die erwiihnten Tatsachen und Vorstellungen fiihrten uns zur Ver- 
mutung, daB die Lebensdauer der Tiere in den Versuchen von Wo. Ost- 
wald von der Penetrationsgeschwindigkeit der Salze in den Gammarus- 
kérper bedingt sei. Wenn aber die Salze in Gammarus nach dem 
Diffusionsgesetz eindringen, dann muB der Tod der Versuchstiere 
gemaiB unserer, an Hand des Gesetzes von Fick abgeleiteten und fiir 
die ,,postkritischen‘’ Vergiftungssymptome! giiltigen Vergiftungs- 
gleichung (5) 

(c —¢o)(t —%) = K (5) 
auftreten. Deshalb haben wir die Anwendbarkeit unserer Vergiftungs- 
gleichung (5) auf die Ergebnisse der von Wo. Ostwald an Gammarus 
unter Verwendung von Seewasser verschiedener Konzentration aus- 
gefiihrten Versuche gepriift?. 

Die Ergebnisse der Versuche an Gammarusminnchen sind in 
Tabelle I wiedergegeben. Drei dieser Versuche (z. B. dritter, fiinfter 
und achter) gestatten die Niherungswerte der Konstanten cy und 7p 
mit Hilfe der Beziehungen (6) und (7) 

bas C3 Ca (Tz. — Ts) — Cg, (T, — 7) — C5 €g (T, — T;) . 

C, = = —-— ; (6) 

C3 (T, — T;) — 5 (Ty — Ty) + Cg (T, 

Tg Ty (Cg — Cg) — Tz Ts (Cz — C4) — Th Ts (C5, — Cg) vy 
eg ty Be) = 5 (ty — Ta) als — Fe) " 


zu ermitteln. Man erhilt co = + 24,4 und Tt = — 3,5, welche in 


Gleichung (5) eingefiihrt fiir K folgende’ Einzelwerte ergeben: 1295.4, 
1295,2 und 1294.3, d.h. im Mittel rund 1295. 


' Die Einteilung der Vergiftungssymptome in ,,antekritische‘‘ und ,,post- 
kritische“ wird in einer spiteren Mittsilung naher besprochen. Vgl. Arch. f. 
exper. Path. u. Pharm. 189, 45, 1938. — * DaB die Art der Bestimmung der 
Vergiftungszeit (der mittleren Lebensdauer) in den Ostwaldschen und unseren 
Versuchen etwas verschieden ist, hat auf die Versuchsergebnisse keinen be- 
sonderen EinfluB. 
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Tabelle I. Tabelle II. 








Versnoh | ¢ Konzentration | 71 Lebensdauer Versuch v 


in 00 Min. beob. é 





5 ‘ 1 + 1,5445 
1 58,7 36 + I, 
2 47 2 48 2 + 7,6000 
‘ : 3 +. 1,9496 
3 44,8 60 * 
4 42,5 15 4 — 5,3757 
5 5 + 1,0470 
5 40,1 79 1,0 
; 6 — 6,7373 
6 37,7 101 XE 
7 35,4 120 7 ~ 6,2343 
3, 47 8 1.6171 
8 33,0 147 
9 + 9,9200 
9 30,6 192 A + 9%, 
10 28,3 326 — 2.7080 


[vv] = 286,6 


Die Ausgleichsrechnung! ergibt zunichst rund: dcy = + 0,1, 
Ot = + 4,6 und 6K = — 62, so daB man fiir die Konstanten folgende 
neue Niherungswerte erhilt: ¢ = 24,5, 7 = + 1,1 und K = 1233: 
der zweite Ausgleich fiihrt zu dcg = + 0,01, dro = + 0,82 und 6K 
= — 15 bzw. co = + 24,51, t7 = + 1,92 und K = 1218. An dieser 
Stelle kann man die Ausgleichsrechnung unterbrechen, da die Quadrate 
der iibrigbleibenden Fehler v, (8) 
Suge _ a + % — T; (8) 
die Summe 286,6 ergeben (Tabelle II), welche mit dem durch den 
Ausgleich erhaltenen [vv]-Wert 286,6 iibereinstimmt. 
[ {wr} 
n —m 
Abnorm groBe Fehler kommen nicht vor, weil alle in der Tabelle II 
vorhandenen v,-Werte innerhalb der Grenzen 24 = + 12,796 liegen. 
Systematische Fehler sind kaum vorhanden, da die Fehlerverteilung 
eine zufillige zu sein scheint: die Vorzeichensumme ist 0,0, d. h. liegt 


Der mittlere Fehler einer Gleichung u = J ist + 6,398. 


innerhalb der Grenzen y10 = + 3,16, und nach dem Kriterium von 


2 : 2 [vv] 
Abbe — der Wert von iu 
= =] + 0,32. 
10 = 9 ‘ 
Werden die Werte der Vergiftungskonstanten cy = + 24,51, 
tT = + 1,92 und K = + 1218 in Gleichung (9) 
t=— + To (9) 


C—Co 


= 1,06 in die mittlere Fehlergrenze 
tt 





feine andere Form der Vergiftungsgleichung (5)] eingesetzt, so kann fiir 
alle verwendeten Seewasserkonzentrationen die entsprechende Lebens- 


1 Diese Zeitschr. 310, 313, 1942. 
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dauer t berechnet werden. Die berechneten t-Werte (Tabelle ILI, 
Spalte 4) stimmen mit den experimentell gefundenen befriedigend 
iiberein, ahnlich wie jene 7'-Werte, die von Wo. Ostwald gemif der 
Giftigkeitsgleichung (3) berechnet waren (Tabelle III, Spalte 6). Man 
kann also behaupten, daB unsere Vergiftungsgleichung (5) mit den 
Versuchsergebnissen von Wo. Ostwald im Einklang steht}. 


Tabelle III. 





: T Min. von 
t Min. nach (5) Wo. Ostwald nach (3) 
t Min. berechnet ; berechnet 
beobachtet cy = + 24,51 n = 23,88 
t= + 1,92 m= 1,07 
K = +1218 K = 0,0006336 





4 b 6 


35 
54 
61 
69 
80 
95 
116 
148 
206 
322 | + 


37,5 
47,2 55,6 
44,8 61,9 
42,5 ; 69,6 
40,1 80,9 
37,7 94,3 
35,4 é 113,8 
33,0 145,4 
30,6 192 201,9 
28,3 326 323,3 
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Zu ahnlichen Ergebnissen gelangt man auch im Falle der an 
Gammarusweibchen ausgefiihrten Versuche (s. Tabelle [V). Aus dem 
zweiten, sechsten und siebenten Versuch lassen sich gemaB Glei- 
chungen (6) und (7) die Naherungswerte: co = + 23,2 und ty = + 13,9 
ableiten, die, in Formel (5) eingefiihrt, folgende Einzelwerte fiir K: 
770,40, 769,95 und 769,82, d. h. im Mittel 770 liefern: Die Ausgleichs- 
rechnung zweimal wiederholt er gibt zunichst : dco = + 0,0, dt) = —7,6, 
6K =+4+ 111, d.h. eo = + 23,2, tT = + 6,3, K = + 881 und dann: 
dco = — 0,03, dt) = — 0,09 und 6K = + 1,8, d.h. co = + 23,17, 
t = + 6,21 und K = 882,8. Der Ausgleich wurde an dieser Stelle 
unterbrochen, da die Quadrate der nach (8) berechneten iibrigbleibenden 
Fehler v; (Tabelle V) die Summe 228,4 liefern, welche mit dem durch 
den Ausgleich erhaltenen [vv]-Wert 228,0 praktisch tibereinstimmt. 


1 In der Zeitschr. f. Chem. u. Ind. d. Kolloide 6, 1910, Tabelle I, S. 301, 


miBte statt K = 15782 K = ,,... = 0,00063363 sein und statt K = 409,16 
O1d,6 


(Tabelle II, $. 302) maBte K = 7. = 0,002444 sein. 
9,16 
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Der mittlere Fehler einer Gleichung ist » = + 5,34. Alle in der 
Tabelle V vorhandenen v,-Werte liegen zwischen den Grenzen 2 1, 
= -+ 10,68; abnorm groBe Fehler kommen also nicht vor. Auch aut 
das Vorhandensein systematischer Fehler ist kaum zu schlieBen, da 
die Vorzeichensumme gleich + 1 ist, d.h. innerhalb der Grenzen 


Vil = + 3,32 liegt, und da das Kriterium von Abbe den Wert + 1,21 


liefert, welcher in die mittlere Fehlergrenze 1 + = = 1 + 0,30 fallt. 


yl 
Tabelle IV. Tabelle V. 








c Konzentration | Lebensdauer Versuch || oe; 
in /e, | . Min. beob. Hl 





Versuch 


4,9434 
3,0526 
2,9763 
1,8799 
5,3541 
0,0329 
+ 1,3932 
+ 10,0167 
1,9744 
6,7042 
1,5800 


[vv] = 228,4 


58,7 36 
47,2 46 
44,8 50 
42,5 50 
40,1 | 53 
37,7 67 
35,4 77 
33,0 86 
30,6 127 
28,3 185 
25,9 328 
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Setzt man die Werte der Vergiftungskonstanten cy = + 23,17, 
Tt = + 6,21 und K = + 882,8 in die Gleichung (9) ein, so laBt sich 
fiir alle verwendeten Seewasserkonzentrationen die entsprechende 
Lebensdauer rt rechnerisch ermitteln (Tabelle VI, Spalte 4). Aus dem 
Vergleich der berechneten und experimentell gefundenen t-Werte kann 


Tabelle VI. 








| T Min. von 
v Min. nach (5) | Wo. Ostwald nach (3) 
z | ¢Min. | berechnet berechnet 
phe |beobachtet 65-4 9317 ' n = 24,557 
m= 0,699 
| K = 0,002444 
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man ersehen, daB die Vergiftungsgleichung (5) mit den Ergebnissen der 
an Gammarusweibchen ausgefiihrten Versuche ebenso wie die Giftig- 
keitsgleichung von Wo. Ostwald (3) (Tabelle VI, Spalte 6) iibereinstimmt. 

Im Bereich der fiir die Versuche verwendeten Seewasserkonzentra- 
tionen stellen also die beiden erwihnten Giftigkeitsgleichungen: die 
Exponentialformel von Wo. Ostwald (3) und unsere Hyperbelgleichung (5) 
den Verlauf der Funktion (10) 


t =f (c) (10) 
fast mit derselben Genauigkeit dar. Die Kurven, welche diesen Glei- 
chungen entsprechen, decken sich aber nicht: sie verlaufen in dem 
untersuchten Konzentrationsgebiet verhiltnismaiBig nahe beieinander 
und liegen innerhalb der durch die Versuchsfehler und durch die indi 
viduellen. Verschiedenheiten der Tiere bedingten Variationsbreite der 
Versuchsergebnisse. — Wie bekannt, ist nun die Zah] der Funktionen 
bzw. der Kurven, die zur Darstellung einer Naturerscheinung heran- 
gezogen Werden kénnen, um so gréBer, je enger die Grenzen sind, inner- 
halb deren die betreffende Untersuchung durchgefiihrt wird, und je 
gréBer die Streuung der Versuchsergebnisse ist. Die Untersuchung der 
Giftwirkung der Lésungen ist nur in verhiltnismiBig engen Konzentra- 
tionsgrenzen ausfiihrbar: zu schwache Konzentrationen sind unwirksam, 
die Verwendung konzentrierter Lésungen ist durch die Lésungsverhilt- 
nisse der Stoffe begrenzt; die Hypo- bzw. Hypertonie der Lésungen 
muB beriicksichtigt werden, da sie die Vergiftung der Tiere beein- 
flu8t usw. Daraus folgt, daB man zur Auswertung der an Gammarus 
ausgefiihrten Versuche nicht nur die eben erwihnten Giftigkeits- 
gleichungen (3) und (5), sondern auch andere, anders gebaute Formeln 
verwenden kénnte. Vom Standpunke der Mathematik waren alle diese 
Gleichungen richtig und einander gleichwertig. Fiir die Erforschung 
des Naturvorganges sind sie aber von verschiedenem Interesse, denn 
nur jene Formel kann theoretisch begriindet sein, welche wenigstens 
in erster Anniherung die ,,natiirlichen’‘ Beziehungen zwischen den ver- 
inderlichen GréBen zum Ausdruck bringt. 

In dieser Hinsicht besteht auch zwischen den Giftigkeitsglei- 
chungen (3) und (5) ein gewisser Unterschied. Die Giftigkeitsgleichung (3) 
driickt nur unvollkommen die von Wo. Ostwald geiuBerte Ansicht iiber 
den Mechanismus der Giftwirkung von Salzlésungen aus; auch die 
.,Minimalzeit“, unter welcher Gammarus selbst in beliebig konzen- 
trierten Lésungen nicht sterben, wurde in ihr nicht beriicksichtigt. 
Hingegen ist die Vergiftungsgleichung (5) theoretisch und experimentell 
begriindet! und stellt den Ausdruck der Diffusionsvorgiinge dar, die 
sich auch nach Wo. Ostwald vor der eigentlichen Salzadsorption ab- 


1 Vgl. z. B.: diese Zeitschr. 310, 255, 1942; 313, 337, 1942. 
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spielen. Zugleich umfaBt diese Gleichung auch die friiher erwahnte 
,.Minimalzeit‘‘, deren Wert in der Konstanten t, enthalten ist. Daraus 
ergibt sich, daB die Giftigkeitsformel (3) als eine gute empirische Forme 
zu betrachten ist, wihrend die Vergiftungsgleichung (5) in enger Be 
ziehung zu dem Verlauf jener Diffusionsvorgiinge steht, die bei de: 
Vergiftung von Gammarus in Seewasser verschiedener Konzentratio: 
stattfinden und die Lebensdauer der Tiere bestimmen!. 


Zusammenfassung, 


Die auf Grund des Diffusionsgesetzes von Fick abgeleitete Ver- 
giftungsgleichung (¢ — ¢o) (t — t 9) = Constant steht im Einklang mit 
den Ergebnissen der von Wo. Ostwald an ,,Gammarus pulex“ in See- 
wasser verschiedener Konzentration ausgefiihrten Vergiftungsversuche. 
Es ist also. wahrscheinlich, daB die Lebensdauer der Tiere in den ge- 
nannten Versuchen von der Geschwindigkeit der Salzpenetration in die 
Versuchstiere abhiingt. 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen hat Wo. Ostwald in eine: 
freundlichen Privatmitteilung folgende Meinung iiber die Giftigkeitagleichungen 
17 = K(¢ —n)" und (¢ — ¢)(t — t,) = Const geauBert: ,,Niemand kann 
leugnen, daB der erste physikalisch-chemische Schritt eine Diffusion ist. Niemand 
kann aber auch anderseits leugnen, daB das eindringende Salz sich mit den Bio- 
kolloiden vereinigen muB, um sie in einen funktionsfahigen Zustand zu versetzen. 
Den Eintritt beschreibt Ihre Gleichung, die Bindung wird von meiner Gleichung 
erfaBt. Eine Briicke ist vielleicht durch die Annahme gegeben, daB alles an 
eindiffundierenden Elektrolyten adsorptiv gebunden wird, daB mit anderen 
Worten die wirklich eindringende Salzmenge restlos von den Biokolloiden auf- 
genommen wird.‘ 





Kalkbilanz und Kalkbedartf. 
Von 
H. Kraut und H. Weeker. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund.) 
(Eingegangen am 31. Marz 1943.) 


In einer Abhandlung tiber Kalkbedarf und menschliche Ernihrung! 
berechnet F. Holtz aus den Rationen des Friihjahrs 1941 fiir erwachsene 
Normalverbraucher (rationierte Nahrungsmittel und geschiitzter Ver- 
brauch an nicht rationierten Nahrungsmitteln) eine durchschnittliche 
Calciumaufnahme von 350 mg je Tag. Unter Einrechnung von 1 Liter 
mittelhartem Wasser wiirde man auf eine Gesamtaufnahme von un- 
gefihr 420mg Ca pro Tag kommen. Da der Kalkbedarf meist auf 
ungefahr 1 g Ca pro Tag geschitzt wird, wirft Holtz die Frage auf, ob 
nicht zur Sicherung der erforderlichen Mineralzufuhr eine Zulage von 
ungefahr 1 g kohlensaurem Kalk pro Tag erwiinscht sei, von dem ja 
beliebige Mengen zur Verfiigung stehen. Die notwendige Voraussetzung 
hierfiir, daB eine geniigende Menge von Phosphat in der Nahrung ent- 
halten ist, sieht Holtz als erfiillt an. W.J. Orr, L. E. Holt jr., L. Wilkins 
und F. H. Boone? fanden bei Kindern die beste Resorption von Ca, 
wenn das Verhiltnis Ca: P = 1,3: 1 war. Andere Autoren, z. B. H.C. 
Sherman3, scheinen gegen ein Verhiltnis von Ca:P =1:2 keine 
Bedenken zu haben. In der von F. Holtz der Berechnung zugrunde 
gelegten Nahrung stehen aber den 420 mg Ca ungefihr 1400 mg P 
gegeniiber. Zu noch geringeren Ca-Werten gelangen H. und M. Hinglais* 
fiir die derzeitige Ernahrung in Frankreich. Sie berechnen eine Auf- 
nahme von nur 0,14 g Ca pro Tag und sehen hierin die Gefahr erheblicher 
Nahrschaden. 

Indessen ist die Berechnung der Calciumaufnahme aus Nahrungs- 
mittelanalysen ziemlich unsicher. Der Calciumgehalt der Nahrungs- 
mittel schwankt in weiten Grenzen, wobei der Standort der Erzeugung 
eine Rolle spielen wird. Als wir die Nahrungsmittelanalysen unseres 
Dortmunder Laboratoriums mit den von F. Holtz in Berlin ausgefiihrten 
verglichen, fand sich, da manche der in Dortmund eingekauften 
Nahrungsmittel héheren Calciumgehalt besaBen als die in Berlin ein- 
gekauften. Da zur Beurteilung einer ausreichenden Versorgung mit 
Mineralstoffen die Kenntnis nicht nur des durchschnittlichen Gehalts 


1 Zeitschr. f. Volksernahr. 16, 145, 1941. — ? Amer. J. of diseas. of childr. 
28, Nr. 5, 574, 1924. — * J. of biol. Chem. 44, 21, 1920. — * Bull. Soc. sci. Hyg. 
aliment. 29, 218, 1941. 
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der verwendeten Nahrungsmittel, sondern auch der méglichen und 
wahrscheinlichen Schwankungen erforderlich ist, hat F. Holtz mit de: 
Anfertigung und Sammlung einer groBen Zahl von Calciumbestimmungen 
aus den verschiedenen Gegenden Deutschlands begonnen. In seine: 
Veréffentlichung! werden auch unsere Nahrungsanalysen mitgeteilt 
werden. 

Sicherer als die Berechnung der Kalkversorgung auf Grund von 
Analysen einzelner Nahrungsmittel ist die direkte analytische Be- 
stimmung des Calciums in Proben der aufgenommenen Nahrung selbst 
da sie unabhingig von der schwankenden Zusammensetzung der 
Nahrungsmittel wirklich die zur Zeit der Untersuchung aufgenommene 
Kalkmenge erkennen lit. Hierzu bot sich in unserem Institut Gelegen- 
heit, da wir zum Zwecke arbeitsphysiologischer Untersuchungen zwei 
Versuchspersonén ein halbes Jahr lang nach den im Winter 1941/42 
geltenden Bedingungen der rationierten Ernihrung des Normal- 
verbrauchers verpflegten. 

Die Versuchspersonen, deren Arbeit hauptsichlich im Lochen von 
Hollerithkarten bestand, wurden vollstaéndig in unserem Institut 
verpflegt. Von jeder genossenen Speise wurden nach der in unserer 
Abhandlung zur Technik der Stoffwechselbilanzen vor kurzem_ be- 
schriebenen Methode? Proben genommen. Dazu wurde genau ein Vierte! 
der verzehrten Nahrungsmittelmengen zur Analyse abgewogen, die 
Anteile von 7 Tagen gemeinsam mit 5° iger Salzsiiure hydrolysiert 
und aus dem Hydrolysat die Analysenproben entnommen. Die Hydro- 
lysatmenge einer Woche betrug ungefiihr 9 Liter, zu jeder Ca-Analyse 
wurden davon 50 cem verwendet. AuBerdem bestimmten wir Stickstoff 
und Phosphor. Wenn einzelne Nahrungsmittel analysiert wurden, 
hydrolysierten wir Proben von 80 bis 100g und verwendeten davon 
emen entsprechenden Anteil zur Analyse. 

Das Veraschen der Hydrolysate mit Salpetersiure erforderte anfangs sehr 
lange Zeit (3 bis 5 Tage). Es lieB sich wesentlich beschleunigen und vereinfachen 
dadurch, daB wir nicht mehr die Lésung, sondern die bis zur Trockne eingedampfte 
Substanz hei® mit rauchender Salpetersiure behandelten. Dazu werden die 
50 ccm.in einer mit einem Uhrglas aus Jenaer Glas bedeckten tiefen Quarzschale 
von 100cem Inhalt mit 1 ccm rauchender Salpeterséure versetzt und durch 
leichtes Schwenken vermischt. Dann wird in einer auf einer elektrischen Heiz- 
platte stehenden Tonmuffel die Quarzschale bei einer Temperatur gehalten, die 
geniigt, die Fliissigkeit bei ganz gelindem Sieden ohne Spritzen oder Schaumen 
iiber Nacht zu verdampfen. In die kauflichen Tonmuffeln von 25cm Lange. 
16cm Breite und 10,5 cm gréBter Héhe gehen zwei Quarzschalen. Drei Muffeln 


befinden sich auf einer in drei Stufen regulierbaren Heizplatte. Anfangs kann 
man unter Aufsicht etwas starker erwirmen, vom beginnenden Sieden ab 


1 Diese Zeitschr. 315, 345, 1943. — 2 H. Kraut u. A. Szakall, Arbeits 
physiol. 11, 408, 1941. 
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geniigt die schwachste Stufe der Stromzufuhr. Die Quarzschale mit der ein- 
getrockneten schwarzen Masse wird auf einem Asbestdrahtnetz mit dem Bunsen- 
brenner vorsichtig soweit angewarmt, daB beim Zutropfen von rauchender 
Salpetersdure die Substanz vergliiht. Das Zutropfen erfolgt bei bedeckter 
Quarzschale mit einer fein ausgezogenen Pipette von dem AusguB der Quarz- 
schale her in vorsichtigster Weise ohne jede weitere Erwarmung mit dem Bunsen- 
brenner solange, bis nach dem Einfallen der Tropfen die Masse nicht mehr 
aufgliht. Dann wird wieder etwas erwarmt und das Zutropfen fortgesetzt, bis 
aller Kohlenstoff vergliiht und der Riickstand weiB geworden ist. Nach dem 
Abkiihlen der Schale setzt man 1 bis 2ccm rauchende Salpetersdure zu und 
erwirmt auf dem Wasserbad, wobei die am Uhrglas und am Rand der Schale 
befindlichen Reste von unveraschter Substanz in die Mitte gespiilt werden. 
Dureh kurzes Erwirmen mit dem Brenner werden die Reste vollends verascht. 
Fiir die gesamte Veraschung braucht man 15 bis 20 ccm Salpetersiure. Die 
Behandlung vom Beginn des Zutropfens der Salpetersaéure bis zur vollstandigen 
Veraschung dauert nicht langer als 25 Minuten. Die Asche befeuchten wir mit 
einigen Tropfen konzentrierter Salzsiure, drehen die Schale, bis die ganze 
Masse gleichmaBig durchtrankt ist, und lésen den Kalk in etwa 5 ccm doppelt 
destilliertem Wasser durch kurzes Erwirmen auf dem Wasserbad. Die Lésung 
wird in einen MeBkolben von 25 cem gespiilt, mit Natriumacetat auf py 5 bis 6 
ge bracht und bis zur Marke aufgefiillt. Darin bestimmen wir das Calcium nach 
Kramer und Tisdall’. 

Die beiden weiblichen 20 Jahre alten Versuchspersonen, .W.S. 
und £.8., von 58,7 bzw. 60,0 kg Gewicht wurden vom 13. Miirz 
bis 28. Mai 1942 und vom 31. Juli bis 10. September 1942 nach den 
Kriegsverpflegungssiitzen der Normalverbraucher ernihrt. Da es nach 
dem iibrigen Versuchsprogramm notwendig war, die Versuchspersonen 
in bezug auf die in unserem Institut zu leistende Arbeit kalorisch sicher 
ausreichend zu ernihren, erhielten sie eine Zulage von 10 bis 30 g Fett, 
wonach sie 2200 bis 2600 Kalorien pro Tag aufnahmen. Individuelle 
Unterschiede des Nahrungsbediirfnisses wurden lediglich durch die 
freie Verfiigung iiber die Kartoffelmengen ausgeglichen. Als Trink- 
und Kochwasser, ausschlieBlich Kaffee, wurde pro Tag 1,25 Liter ver- 
wendet: es enthielt 50 mg Ca. Da die Unterschiede der beiden Versuchs- 
personen in bezug auf Kartoffel- und Wasseraufnahme sehr gering 
waren, wurde in der Tabelle I, die die aufgenommenen Nahrungsmittel 
und die Analysen von N, P und Ca verzeichnet, nur der Durchschnitt der 
beiden Versuchspersonen angegeben. Wegen der ungleichen Anlieferung 
muBten wir auf die Verwendung von Milch verzichten. Dafiir erhielten 
die Versuchspersonen taglich 30 g Kase, was in bezug auf den Calcium- 
gehalt ungefihr 200 ccm entrahmter Frischmilch entspricht. 

Die tiigliche Calciumaufnahme schwankte zwischen 0,44 und 0,68 g. 
im Mittel wurden 0,56 g Ca aufgenommen. Die Aufnahme ist danach 
etwas hdher als die von Holtz errechnete, der unter Einrechnung von 
1 Liter Koch- und Trinkwasser auf 0,42 g Ca kommt. Die Differenz 


1 J. of biol. Chem. 56, 439, 1923. 
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darfs gerade bei der derzeitigen Kost in einem Bilanzversuch zu priifen. 
Dazu standen uns zwei weitere Versuchspersonen, M. B. und R. H., 
wihrend 6 Wochen zur Verfiigung. Sie erhielten, wie die Versuchs- 
personen M.S. und #.S. eine dem damaligen Rationierungssystem 
entsprechende Kost, wobei wieder zur vélligen Sicherung des Kalorien- 
bedarfs die Fettration etwas erhéht wurde. Wesentlich fiir die Deutung 
der Versuchsergebnisse ist, da8 die Ernihrung wihrend der Versuchs- 
zeit keine Anderung der Kalkzufuhr gegeniiber der vorangehenden 
Zeit mit sich brachte. 

Die Versuche wurden im Oktober und November 1941 ausgefiihrt. 
Die beiden weiblichen Versuchspersonen .W. B. und R.H. waren 18 
bzw. 20 Jahre alt und wogen bei Versuchsbeginn 67 bzw. 60 kg. Im 
Laufe der 6 Wochen nahmen beide um 1,5 kg ab. Da die EiweiB- und 
die Kalorienzufuhr aber zur Bestanderhaltung mindestens ausreichend 
war — die N-Bilanz war fast in allen Wochen positiv und die Zufuhr 
von 2440 Kalorien fiir die Laboratoriumsarbeit der beiden Versuchs- 
personen sicher geniigend —, wird der Gewichtsverlust zum gréBten 
Teil auf Wasserverlust beruhen, wie es von uns Ofters beim Ubergang 
zu unserer Kochweise beobachtet wird (salziirmer als vorher?). Die 
Milch ersetzten wir in dieser Versuchsreihe durch die entsprechenden 
Mengen Magermilchpulver, Magermilchpriparate oder Kiise. Der ent- 
sprechende Anteil des Trink- und Kochwassers wurde diesmal den 
Nahrungsproben zugefiigt. Die Nahrung der beiden Versuchspersonen 


Tabelle II. Die von den Versuchspersonen M. B. und R. H. im Tages- 
durchschnitt aufgenommene Nahrungsmittelmenge und ihr Gehalt 
an Kalorien, Eiwei8, Calcium und Phosphor in g. 
Versuchsdauer: 24. Oktober bis 4. Dezember 1941. 





Versuchsperiode: I II LI IV Vv ; Mittel 


81 67 
61} 70 
= . 
ee me 
57 42 
Brot, Mehl, Backwaren .. 411 | 323 
Nahrmitte]l 13 23 
Kartoffeln 400 
Gemiise und Obst 232 
20 
Marmelade 39 
Trink- u. Kochwasser usw. | 1936 
Kalorien 2770 2460 
55 y 54 
Calcium 0,33 0,48 
1,36 1,26 1.14 
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unterschied sich nur durch geringe Schwankungen des Verbrauchs an 
Kartoffeln und an Trinkwasser, so daB es geniigt, die durchschnittliche 
Nahrungsaufnahme in den 6 Versuchswochen in Tabelle II fiir beide 
Versuchspersonen gemeinsam anzugeben. Tabelle III gibt fiir jede 
Versuchsperson getrennt die Bilanzen des Calciums, Stickstoffs und 
Phosphors wieder. 


Die Aufnahme an Calcium schwankte zwischen 0,33 und 0,59 ¢ 
pro Tag und betrug bei beiden Versuchspersonen im Mittel 0,50 g. 
Die Gesamtbilanz war bei der Versuchsperson J/. B. mit tiglich 0,010 y 
positiv, bei Versuchsperson R. H. mit 0,015 g negativ, also im ganzen 
ungefiihr ausgeglichen. Im einzelnen 1aBt sich erkennen, daB Versuchs- 
person J. B. mit einer etwas geringeren Zufuhr Bilanzausgleich erreicht. 
0.54 g in der zweiten Woche und 0,59 g in der letzten Woche fiihrten zu 
deutlich positiver Bilanz, die 4. und die 5. Woche gaben bei einer durch- 
schnittlichen Aufnahme von 0,46 g den geringen Verlust von tiglich 
0,015 g Ca. Versuchsperson R. H. erreichte mit 0,54 g Aufnahme in dér 
2. Woche, mit 0,56g in der 6. Woche Bilanzausgleich, 0,51 g in der 
4. und 0,48 g in der 5. Woche waren zu wenig. 


Wihrend der 6 Versuchswochen sank die Phosphataufnahme von 
anfangs 1,38 g P auf 1,00 g in der letzten Woche, wohl eine Folge des 
jahreszeitlich bedingten Wechsels der Gemiiseart (anfangs hauptsichlich 
griine Erbsen und Bohnen, spiter Kohlarten). Die Bilanz war mit 
Ausnahme der 4. Woche positiv oder ausgeglichen. Auf die Kalkbilanz 
waren die Schwankungen der Phosphatbilanz meist ohne erkennbaren 
EinfluB. Nur in der 4. Woche ist sowohl bei Kalk, wie bei Phosphat 
die Bilanz beider Versuchspersonen auffallend negativ, wihrend in der 
darauffolgenden Woche eine Einsparung oder doch wenigstens eine 
Verringerung des Verlustes zu erkennen ist. 


Auch die N-Bilanz zeigt in der 4. Woche einen deutlichen Tiefpunkt. 
Im iibrigen folgt sie ungefiihr den Schwankungen der Aufnahme. Nur 
Versuchsperson . B. zeigt in der 6. Woche eine auffallende Retention. 
Weder bei Phosphat noch bei Stickstoff 1aBt sich ein Minimum erkennen. 
da die negativen Bilanzen auf einer besonderen Ursache beruhen miissen. 
Im Durchschnitt betrug die Phosphoraufnahme bei beiden Versuchs- 
personen 1,2g pro Tag, und war bei M. B. mit 0,08, bei R. H. mit 
0,04g positiv. An Stickstoff wurden tiglich 84g aufgenommen. 
wobei die Bilanz bei M. B. mit 0,6 g, bei R. H. mit 0,3 g im taglichen 
Durchschnitt positiv war. Zur Stickstoffbilanz ist zu bemerken, dai 
in der 3. Versuchwoche durch ein MiBverstindnis an einem Tag Pfann- 
kuchen aus Diabetikermehl mit 6,1°,, N bereitet wurde; dadurch ent- 
stand eine hohe N-Aufnahme und eine stark positive Bilanz. 
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Zu der Feststellung, daB bei unseren beiden Versuchspersonen 
0,5 g Ca je Tag zur Bestandserhaltung ausreichten, lassen sich in der 
Literatur sowohl itibereinstimmende als auch widersprechende Beob- 
achtungen auffinden. Zu demselben Ergebnis kommt LF. C. Owen}, der 
bei zehn Mannern aus einem Krankenhaus Ca-Gleichgewicht bei einer 
Aufnahme von 0,52 g ermittelte. Auch das Phosphorgleichgewicht bei 
1,.2g pro Tag deckt sich mit unseren Befunden. Wesentlich ist der 
Hinweis von £. C’. Owen, daB die Nahrung seiner Versuchspersonen in 
den der Beobachtungszeit vorangehenden 6 Monaten ihnliche Betriige 
an Calcium enthielt. 


Um durch die widersprechenden Angaben der Literatur hindurch 
zu einem Anhaltspunkt fiir das durchschnittliche Calcitumminimum zu 
gelangen, schlug H.C. Sherman folgenden Weg ein: Er stellte mehr- 
tiigige Bilanzversuche an 97 Personen zusammen, die von ihm und von 
anderen Autoren ausgefiihrt waren. Da die Bilanzen in der Hauptsache 
negativ waren, ermittelte er die Summe der Ausscheidungen, rechnete 
sie auf ein Durchschnittsgewicht der Versuchspersonen von 70 kg um 
und betrachtete den so erhaltenen Durchschnittswert von 0,45 g Ca 
als das zur Erhaltung des Gleichgewichts notwendige Minimum. Es 
ist aber, wie Sherman selbst andeutet, keineswegs sicher, da man eine 
ausgeglichene Bilanz erhalt, wenn in der Nahrung so viel Kalk enthalten 
ist, als vorher bei negativer Bilanz in Kot und Harn ausgeschieden wurde. 
Die Einsparungen, zu denen der Kérper bei negativer Bilanz gezwungen 
ist, sind um so stirker, je weiter die Bilanz vom Ausgleich entfernt ist. 


Der wichtigste Einwand gegen die von Sherman zusammengestellten 
Bilanzversuche ist aber, daB sie fast immer nur wenige Tage dauerten 
und auBerdem meist einen erheblichen Wechsel der Ernihrung beim 
Ubergang von der iiblichen zur Versuchskost mit sich brachten. Fiir 
die enormen Unterschiede der Bilanzlage, die man in den verschiedenen 
Untersuchungen findet, ist nimlich die wahrscheinlichste Erklirung, 
daB der Kérper sich weitgehend an das Kalkangebot anzupassen vermag. 
Durch Addition aller Bilanzversuche von 19 verschiedenen Unter- 
suchungen erhilt P.Gyérgy? bei einer durchschnittlichen Aufnahme 
von 0,83 g Ca einen Verlust von 0,22 g. Die Shermansche Rechnung 
hiitte also bei diesen Versuchen ein Minimum von 1,05 g Ca ergeben. 
W. Bauer, F. Albright und J.C. Aub? finden an 13 Versuchspersonen 
in dreitagigen Perioden bei einer Aufnahme von durchschnittlich 0,33 g 
eine Ausscheidung von 0,79 g, also eine iuBerst negative Bilanz. In 
der ailteren Literatur ist ein sehr sorgfiltiger, 31 Tage dauernder Bilanz- 


1 Biochem. J. 33, 22, 1939. — * Handb. d. norm. u. path. Physiol. 16. 
1555, Berlin, Verlag Springer, 1931. — * J. clin. Invest. 7, 75, 1925. 
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versuch von G. Renvall beschrieben!. Wiihrend der ganzen Zeit wurde 
eine vollig gleichmiBige Kost gegeben. In den ersten 15 Tagen schwankte 
die Ca-Aufnahme nur zwischen 0,85 und 0,93 g. Sie betrug im Mittel 
),88 g. Die Bilanz schwankte zwischen positiven und negativen Werten. 
Wenn man vom ersten stark positiven Bilanztag absieht, war sie mit 
0,14 g durchschnittlich negativ. Zum Bilanzausgleich wire also eine 
Aufnahme von ungefiihr 1 g Ca pro Tag erforderlich gewesen. In der 
3. Periode wurde zu derselben Nahrung 0,50 g CaCO; = 0,20g Ca 
zugelegt. Die Bilanz wurde dadurch durchweg positiv, und zwar durch- 
schnittlich mit 0,16 g. In der 4. und 5. Woche war die Zulage 1,0 g 
CaCO3. Dadurch war die Bilanz in der 4. Woche mit 0,17 g, in der 5. 
nur noch mit 0,11 g positiv. Renvall hat auBerdem wihrend einer 
dreiwéchentlichen Nachperiode mit normaler Ernihrung seine Aus- 
scheidungen analysiert und einen tiglichen Durchschnitt von 1,62 g 
Ca festgestellt. Die Versuchskost war also sicherlich ohne die Zulage 
von Caleiumcarbonat wesentlich kalkirmer als die normalerweise 
genossene Nahrung. Man kann daraus schlieBen, daB auch bei einer 
weit tiber 0,5 g Ca pro Tag enthaltenden Nahrung eine negative Bilanz 
eintritt, wenn der Kalkgehalt von héheren Werten rasch vermindert 
wird. Nach lingerer Zeit scheint sich aber der Kérper dem Kalkangebot 
weitgehend anzupassen. Viele Bilanzversuche sind offenbar wie der 
Renvallsche an Versuchspersonen ausgefiihrt worden, die vorher eine 
wesentlich héhere Kalkaufnahme hatten als wiilirend der Versuchszeit ; 
sie zeigen bei Aufnahmen von 0,8 bis 1,0 g Ca negative Bilanzen. ZL. C. 
Owen dagegen, dessen Versuchspersonen mit 0,52 g Ca je Tag im Gleich- 
gewicht waren, stellte nach einer Steigerung der Aufnahmen auf 0,88 g 
bei allen zehn Versuchspersonen positive, bei acht davon sogar stark 
positive Bilanzen fest. In Versuchen, bei denen schon geringe Calcium- 
aufnahmen von 0,4 bis 0,5 g zu positiven Bilanzen fiihrten, diirfte die 
Caleiumaufnahme vorher noch geringer gewesen sein. 

Natiirlich wird die Kalkausscheidung auBer von der Hoéhe des 
Angebots noch von vielen anderen Faktoren beeinfluBt, so vom Phosphat- 
gehalt der Nahrung, vom Vitamin D, vom Calcinosefaktor, vom Siiure- 
basengleichgewicht und von manchen anderen. H.C.Sherman er- 
érterte auf Grund der vereinzelten Beobachtung, daB nach einer bei 
0,39 g Ca-Aufnahme ausgeglichenen Bilanz eine Zulage von Fleisch 
von einer negativen Bilanz gefolgt war, die Méglichkeit, daB EiweiB 
die Kalkbilanz senkt. Er vermiBt aber entsprechende Beobachtungen 
bei anderen Versuchen. L..J. Bogert und E. E. Kirkpatrik2 priiften 
daraufhin an vier Versuchspersonen den Einflu8 von basenbildender 
und sdurebildender Kost auf den Kalkstoffwechsel. Die basenbildende 


1 Scand. Arch. Physiol. 16, 94, 1904. — * J. of biol. Chem. 54, 375, 1922. 
23* 
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Kost enthielt hauptsichlich Pflanzenbutter, Kartoffeln, Erbsen, Apfel: 
die sdiurebildende Fleisch, Eier, Brot, Reis; mehr Zucker und mehr 
Milch als die basenbildende. Die basenbildende Kost bewirkte eine 
deutliche Vermehrung der Ca-Ausscheidung im Kot, eine Verminderung 
_ der Ausscheidung im Harn, wihrend umgekehrt die siurebildende Kost 
die Ausscheidung im Harn vermehrte und die im Kot verminderte. 
Auf die gesamte Ausscheidung und die Bilanz war dagegen kein deutlicher 
EinfluB vorhanden, obwohl recht extreme Kostformen gewahlt wurden. 
A. Sindler 1 beobachtete bei zwei Versuchsreihen, in denen sich die 
Ernaihrung hauptsichlich durch den Fleischgehalt unterschied, eine 
wesentlich veriinderte Bilanzlage. Er schlieBt daraus, daB die Kalk- 
bilanz in hohem MaBe von der Fleischzufuhr abhingig sei. Zulage von 
Kalksalz zu fleischreicher Nahrung verbesserte die Kalkbilanz nicht so 
gut wie Verminderung der Fleischmenge. Die beiden Versuchsreihen 
liegen aber ein halbes Jahr auseinander, und die Bilanzen wurden das 
erstemal iiber 19, das zweitemal sogar nur iiber 15 Tage aufgestellt. 
Da in der Zwischenzeit eine unbekannte Menge von Calcium auf- 
genommen wurde, ist es ebensogut mdglich, daB die beobachteten 
Anderungen die Folge einer Anpassung an einen verinderten Kalk- 
gehalt der Kost vor dem 2. Versuch, wie die der Anderung der Fleisch- 
zufuhr sind. 

Hiufig wird angegeben, daB der Fettgehalt der Nahrung den Kalk- 
stoffwechsel beeinflusse. So weist M.H.Girens? auf die Méglichkeit 
hin, daB groBe Mengen von Fett einen Verlust von Erdalkalien im 
Darm hervorrufen kénnen. Andererseits beobachtete E. M. Hickmans* 
an Siuglingen, daB niedere Fettzufuhr trotz hoher Kalkzufuhr zu 
geringer Resorption, oder sogar zu negativen Kalkbilanzen fiihrte. Ein 
Verhaltnis von 0,03 bis 0,06 g Ca auf 1g Fett in der Nahrung erwies 
sich als giinstig fiir die Resorption. In unseren Versuchen betrug 
das Verhiltnis ungefihr 0,1 g Ca auf 1 g Fett bei den Versuchspersonen 
E.S. und M.S8., 0,07 bei M. B. und R. H., 0,07 bis 0,08 g Ca bei den 
Versuchspersonen III und IV. Bilanzversuche von M.G. Mallon, 
R. Jordan und M.Johnson+, die zwei Versuchspersonen 9 Tage lang 
106 g Fett taglich und in direkt anschlieBenden 9 Tagen 6 g Fett taglich 
in der Nahrung gaben, lieferten aber trotz der extremen Versuchs- 
bedingungen keinen eindeutigen Beweis fiir einen EinfluB des Fettes 
auf die Kalkbilanz. In unseren Versuchen kénnen daher die geringen 
Unterschiede gegeniiber der vorangehenden Ernihrung, die durch die 
Fettzulagen von 10 bis 30g eintraten, wohl kaum einen merklichen 
EinfluB auf unsere Versuchsergebnisse gehabt haben. Auch werden 


1 Pfliigers Arch. 197, 387, 1922. — ? J. of biol. Chem. 34, 119, 1918. - 
3 Biochem. J. 18, 925, 1924. — * J. of biol. Chem. 88, 163, 1930. 
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sich die normalen Schwankungen im Fettgehalt der Nahrung nicht auf 
die Kalkbilanzen auswirken. 

Als Stiitze fiir die Annahme einer Anpassung an den Kalkgehalt 
der Nahrung lassen sich Bilanzversuche betrachten, die vor einigen 
Jahren in unserem Institut anliBlich einer Untersuchung iiber Phosphat 
und Arbeit aufgestellt worden sind!. Von den damaligen Versuchs- 
perioden lassen sich diejenigen fiir unseren Zweck verwenden, die ohne 
Zulage von Phosphat durchgefiihrt worden sind. Dabei erhielten 
zwei Versuchspersonen (Nr. III, Mann von 31 Jahren und 49 kg Ge- 
wicht; Nr. 1V, Frau von 25 Jahren und 56kg Gewicht) in drei aus- 
wertbaren, nicht unmittelbar aufeinanderfolgenden Versuchsabschnitten 
sinkende Mengen von Calcium in der Nahrung (s. Tabelle IV und V), 

Versuchsperson III nahm im ersten Abschnitt vom 1. Juli bis 
§. August 1932 durchschnittlich 0,85 g Ca pro Tag auf, wobei seine 
Bilanz mit 0,03 g eben positiv war. Im 2. Abschnitt vom 29. Sep- 
tember bis 18. Oktober 1932 erhielt er 0,72 g Ca pro Tag. Trotz dieser 
Senkung der Zufuhr war die Bilanz immer noch mit 0,05 g pro Tag 
positiv. Erst im letzten Abschnitt vom 18. November bis 4. Dezember 
1932 wurde die Bilanz bei einer Zufuhr von 0,56g Ca pro Tag mit 
0,04 g negativ. Bei der Versuchsperson IV ist die Anpassung weniger 
deutlich zu erkennen, weil die Bilanz im ersten Abschnitt vom 1. bis 
20. Juli 1932 bei einer Aufnahme von 1,10 g Ca pro Tag mit 0,17 g 
stark positiv war. Im 2. Abschnitt vom 30. August bis 18. September 
1932 war die Zufuhr um mehr als die Hilfte, nimlich bis auf 0,51 g 
gesunken. Trotzdem war die Bilanz mit — 0,01 g fast ausgeglichen. 
Der 3. Abschnitt vom 18. November bis 4. Dezember 1932 brachte bei 
einer Zufuhr von nur 0,45 g eine deutlich negative Bilanz (— 0,08 g). 
Man kann daraus schlieBen, daB die damaligen Versuchspersonen 
wihrend der 5 Monate absinkender Kalkzufuhr schon groBe Fortschritte 
in der Anpassung gemacht hatten, daB sie aber im Gegensatz zu unseren 
jetzigen Versuchspersonen, deren Kalkzufuhr sich vermutlich seit 
Monaten nicht wesentlich verindert hatte, die volle Anpassung noch 
nicht erreicht hatten. 

Fiir die vollzogene Anpassung der Versuchspersonen M. B. und 
R.H. spricht auch die niedere Calciumausscheidung im Harn von 
durchschnittlich nur 0,05 g Ca bzw. 0,07 g Ca im Tag. Zwar ist nach 
E.. Klinke? das Verhiltnis des Urinkalkes zum Faeceskalk durchschnitt- 
lich etwa 1:10 bis 1: 12, aber es ist doch auffallend, daB die Calcium- 
ausscheidung durch die Nieren soweit eingeschrinkt werden kann. 


1 EH. Atzler, K. Bergmann, O.Graf, H. Kraut, G. Lehmann u. A. Szakall, 
Arbeitsphysiol. 8, 623, 1935. — * Der Mineralstoffwechsel, Einzeldarstellungen 
aus dem Gebiet der Biochemie 3, 156, 1931 (Leipzig u. Wien, Verlag F. Deuticke). 
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Tabelle [V. Die von den Versuchspersonen III und IV im Tagesdurch 
schnitt aufgenommenen Nahrungsmittelmengen und ihr Gehalt an 
Kalorien, Eiwei8, Phosphor und Calcium in g. 
Versuchsperson III. 1932. 





Abschnitt: I 








Perioden: 


Gesamtmittel 


29. IX 
bis 8. X. 
28. XI. 

| bis 4. XTT. 


Nahrungsmittel: 
Fett | 94 ‘ 2 | lu2 | 106 ’ 81 
Fleisch u. Wurst .... |) 1! 126 68 || 139 | 151 87 
Kase 20) _ _ _ 
Brot, Mehl, Backw. . . 7 184 2 314 | 329 199 
Nahrmittel 2 78 | 40 é 36 
Kartoffeln 2 190 9 } 400 345 364 
Gemiise 9 145 104 | 38 9 
66 ; 52 44 57 
Zucker 50 75 | 83 5 57 
Marmelade | 6 _ — _ 
Milch, ccm 70 | 165 iy 92 8] 71 57 
Kaffee, com | 328 1027 22 |1867 1166 1025 865 | 729 
Bier, com ee 102 — | 228 190) 2388; 14 
Kalorien 2951 2609 57 2940 3268 3300 2393 2330 |: 
EiweiB | 86 76 84; 80, 88) 74) 50 
1,58 | 1,20 1,62 1,66 1,26 1,00 
Caleium 1,20 | 0,79 77 0,79 0,65 0,64 | 0,47 








Versuchsperson IV. 1932. 





Abschnitt: I 





mittel 


Gesamt- 


Perioden: 


| 
| 
| 


Nahrungsmittel: 

53 2 D 74 62 77 
Fleisch und Wurst 103 89 103 112 
Kase 45 : 22 15 20 
Brot, Mehl, Backw. 152 2 212 182 128 
Nahrmittel —~ - 59 2 _ 
Kartoffeln 105 110 110 160 
Gemiise 75 56 36 109 





162 118 50 _ 

Zucker 50 2 25 47 25 10 
Marmelade ~ 7 2¢ 20 — 
Milch, ecm 597 : 46 39 43 
Kaffee, ecm 241 51! 485 605 640 
Bier, cem . 48 — 34 
Kalorien 218: 2263 | 2073 | 1653-1571 
7 41 47 43 49 

0,70 | 0,90 | 0,72 | 0,70 

Crh oS: ‘ 7 0.48 0,54 ' 0,45 | 0,46 
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Die 19 Versuchspersonen der Gyérgyschen Zusammenstellung schieden 
durchschnittlich 0,3 g im Harn, 0,7 g im Kot aus, unsere friiheren 
Versuchspersonen II und IV _ durchschnittlich 0,24 bzw. 0,13 g 
im Harn und 0,50 bzw. 0,54 g im Kot. Versuchsperson III hatte bei 
einer Phosphoraufnahme von 1,38 g eine schwach positive, Versuchs- 
person IV bei 0,88 g Aufnahme eine schwach negative Phosphorbilanz. 
Die Stickstoffbilanzen zeigten gréBere Unterschiede. Bei Versuchs- 
person ITI war der Stickstoff bei 11,98 g Aufnahme mit 1,03 g stark 
positiv, bei einer Aufnahme von 7,6 g mit 1,05 g stark negativ. Auch 
hier ist kein EinfluB der EiweiBaufnahme auf die Kalkbilanz zu er- 
kennen. Die erheblich geringere Aufnahme der Versuchsperson IV 
bewirkt keine merkliche Anderung: der Stickstoffbilanz. 


Besteht aber eine so groBe Breite der Anpassungsméglichkeit 
unseres Kérpers an die Héhe der Kalkzufuhr, so kann von einem 
Calciumminimum, also von dem geringsten Betrag an Calcium, mit 
dem der Kérper noch das Gleichgewicht von Aufnahme und Aus- 
scheidung erreicht, erst dann gesprochen werden, wenn nach monate- 
langer sehr geringer Zufuhr eine Anpassung bis zum Bilanzausgleich 
eben noch erfolgt. Man kann daher auch nicht wissen, ob die von 
F. Holtz errechnete Zufuhr von 0,42 g Ca pro Tag, ja selbst die er- 
schreckend niederen Werte von 0,14g, die H. und M. Hinglais er- 
rechneten, auf die Dauer zu einem Calciumverlust des Kérpers fiihren 
miissen. 


Die Feststellung des wahren Calciumminimums durch einen ent- 
sprechend durchgefiihrten Versuch’ wiirde uns zwar einen wichtigen 
Fingerzeig fiir die auBerste Gefahrengrenze einer kalkarmen Ernahrung 
bieten und wire insofern nicht nur von wissenschaftlichem, sondern 
auch von praktischem Interesse. Aber fiir die wichtigere Frage nach 
dem eigentlichen Kalkbedarf sagt die Feststellung des physiologischen 
Minimums noch nichts aus. Die Kalkaufnahme mit der Nahrung soll 
ja nicht nur den Bestand des Kérpers erhalten, sondern soviel zur 
Verfiigung stellen, da8 die Funktionen des Calciums im intermediadren 
Stoffwechsel voll erfiillt werden kénnen. Ebensowenig wie man eine 
EiweiBernahrung, die nur das N-Minimum bietet, fiir zweckmaBig und 
ausreichend ansieht, ist es auch beim Kalk erlaubt, die Anpassungs- 
mdglichkeiten des Kérpers aufs auBerste und fiir lingere Zeit anzu- 
spannen. 


Fiir die Beurteilung des Kalkbedarfs fehlt es aber noch vollstandig 
an zuverlissigen Unterlagen. H.C. Sherman versucht auf folgendem 
Wege zu einer Schitzung des Bedarfs zu kommen. Ebenso wie beim 
Calcium bestimmt er aus der Summe der Ausscheidungen bei vorwiegend 
negativer Bilanz in 109 EiweiBbilanzversuchen das EiweiBminimum 
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zu 44,4g. Er nimmt nun an, daB in der vollwertigen Nahrung da, 
Verhiltnis des Calciums zu EiweiB dasselbe sein soll, wie das Verhiltnis 
des Ca-Minimums zum EiweiBminimum, nimlich = 1: 100. Als Tages. 
bedarf setzt er rund 100 g EiweiB an und gelangt so zu seiner Forderung 
von 1 g Ca oder 1,4 g CaO in der tiiglichen Nahrung. Dieser Analogie- 
schluB liefert natiirlich nur eine Vorstellung von der GréBenordnung 
des Kalkbedarfs und es wire sicherlich falsch, aus der Eiwei8zufuhi 
unserer Versuchspersonen von rund 52g den SchluB zu ziehen, dai 
fiir sie eine Zufuhr von 0,5 g Ca geniigend sei. Wenn man iiberhaupt 
aus den Stoffwechselbilanzen eine Vorstellung iiber die Bedarfsdeckung 
eines Nahrstoffes gewinnen will, so darf man unter keinen Umstanden 
den Bilanzausgleich als geniigend ansehen. Zur wirklichen Deckung 
des Bedarfs an einem Nahrstoff ist im allgemeinen nicht nur die Er- 
haltung des Bestandes, sondern mindestens ein geringer Ansatz er- 
forderlich. Bei unseren beiden Versuchspersonen ist diese Forderung 
schon deshalb unerlaBlich, weil bei jungen Madchen von 18 und 20 Jahren 
das Knochenwachstum mit seinem gréBeren Kalkbedarf noch nicht 
zum Abschlu8 gekommen ist. Erst in héheren Jahren sind wegen der 
eintretenden Entmineralisierung des Skeletts negative Bilanzen zu 
erwarten. Sieht man daraufhin die in der Literatur aufgefiihrten Kalk- 
bilanzen durch, so findet man nur sehr selten und niemals fiir einen 
lingeren Zeitraum deutlich positive Kalkbilanzen bei einer Aufnahme 
unter 0,8 g Ca im Tag, meist erst bei einer Aufnahme von 1,0 g Ca. 
Die von F. Holtz empfohlene Zulage von Kalk zur Nahrung miiBte also 
ungefihr 1,0 g CaCO, im Tag betragen, um in das Gebiet einer dauernd 
schwach positiven Bilanzlage zu fiihren. Da die Bilanzen von der bei 
den Versuchen nur selten kontrollierten Kalkaufnahme in der Zeit 
vor dem Versuch abhangen, bedarf es allerdings noch neuer, und zwar 
langdauernder Stoffwechselversuche, um die Héhe der Kalkaufnahme. 
bei der eben eine bleibende geringe Retention besteht, experimentel! 
mit Sicherheit zu ermitteln. Im iibrigen ist es aber notwendig, den 
Kalkbedarf auf einem von den Stoffwechselversuchen unabhingigen 
Weg zu priifen, indem man nach kérperlichen Funktionen sucht, die 
zu dem Kalkgehalt der Nahrung in Beziehung stehen. Denn auf diesem 
wie auf anderen Gebieten der Ernahrung kann man nur dann von einer 
Vollwertigkeit der Nahrung sprechen, wenn alle Funktionen des Kérpers. 
die von dem betreffenden Nahrungsbestandteil abhangen, den optimalen 
Stard erreichen. 





Der Calcium- und Phosphorgehalt unserer Nahrung. 
Von 
Friedrich Holtz. 
(Aus dem Laboratorium Prof. F. Holtz, Berlin-Frohnau.) 
(Eingegangen am 31. Marz 1943.) 


An anderer Stelle (10) habe ich im Friihjahr 1941 iiber den Ca-Gehalt 
unserer Kriegsernihrung berichtet und gleichzeitig betont, daB eine 
Beurteilung des Ca-Bedarfs ausschlieBlich im Zusammenhang mit 
einer Priifung der P-Zufuhr in der Ernihrung durchgefiihrt werden 
darf. Denn Ca und P sind durch die gemeinsame Speicherung im 
Knochen (2 Gewichtsteile Ca/l Gewichtsteil P) und ferner durch die 
gemeinsame Ausscheidung im Mastdarm stoffwechselmiBig auf das 
Engste verbunden. Die von mir veréffentlichten eigenen Ca-Analysen 
zahlreicher Nahrungsmittel bediirfen einer wesentlichen Erweiterung 
und zum Teil Berichtigung: es hat sich herausgestellt, besonders durch 
die Zusammenarbeit mit dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeits- 
physiologie in Dortmund (Prof. H. Kraut), da& der Gehalt der einzelnen 
Nahrungsmittel an Ca und P — auch der tierischen! — sehr groBe 
Schwankungen zeigt, deren Ursache noch nicht feststeht. Es fehlten 
auBerdem in meiner ersten Veréffentlichung Analysenangaben iiber 
den P-Gehalt der Nahrung. Ferner hat sich die Zusammensetzung 
einiger Nahrungsmittel durch die Kriegsverhaltnisse geaindert. In 
erster Linie stieg der Mineralgehalt von Brot und Mehl, da heute alles 
Korn viel weiter ausgemahlen wird als zu Beginn des Krieges. 

In den Tabellen I und IL sind die Literaturangaben iiber den 
Ca- und P-Gehalt der verschiedenen Nahrungsmittel zusammengestellt, 
soweit sie mir wichtig erscheinen. Die Angaben der Literatur sind 
leider zum Teil irrefiihrend. Die Tabellen I und II enthalten ferner 
unsere eigenen Analysen sowie die Analysen von ‘Herrn Prof. Kraut, 
Dortmund, die ausschlieBlich an dieser Stelle veréffentlicht werden. 
Meine eigenen Analysenzahlen, die fiir ein einzelnes Nahrungsmittel 
aufgefiihrt sind, entstammen der Analyse von Produkten, die zu ver- 
schiedenen Zeiten gekauft wurden. Wihrend die Krautschen Analysen 
fiir in Dortmund beschaffte Nahrungsmittel gelten, stammen unsere 
Nahrungsmittel aus Berlin, aus der Magdeburger Bérde, aus Hamburg. 
Greifswald, Cammin (Pommern), Oberbayern (Chiemgau), Tirol (Otztal 
und Vintschgau), Velden (Siidsteiermark). Die Analysen geben also 
ein Durchschnittsbild der Zusammensetzung von Nahrungsmitteln aus 
den verschiedensten Gegenden Deutschlands. 
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F. Holtz: 


Tabelle IIT. Gehalt der Nahrungsmittel an Ca und P. 





Ca/P Ca/P 
mg% mg, 


Brot und Mehl Kartof fel 
Graubrot 32/198 vor 1940 18/59 
WeiBbrot 30/155 nach 1940 
Roggenmehl ............ , 31/285 
Weizenmehl 24/156 | Kérnerfriichte 
Ki (Huhn) Gerste , 
ci 70/208 
141/583 
EiweiB 16/15 Milch und Milchprodukte 
Fette Magermilch 112/90 
Butter 20/18 ° Kondensmilch 285 254 
. Vollmilch 123/91 
Margarine oy Schafs- und Ziegenmilch 193/128 
Speck, Schmalz, Rindertalg 4/3 Kase I 860, 73() 
Fisch Kase IT 106/318 
Frischfisch 25/160 | Quark (2/19 
Mariniert oder gesalzen .. 170/370 
Fleisch 
25/95 


Meaian 9/9 
er jo/a04 |  Haferflocken 58/356 
at, Maisstairke | 20/68 


Ndhrmittel 


Gemiise 
Griinkoh! 113/92 | Obst 
Kohl (WeiB- usw.) | 47/47 
Kohlrabi 40/68 Apfelsine 
Kohlriibe | 86/44 Erdbeere 
Mohrriibe | 46/35 Johannisbeere 
Petersilie 103/75 
Radieschen.............. | 31/26 Stachelbeere 
Rhabarber | 70/32 

62/55 | Wurst 
Leberwurst 
Blut-, Mettwurst usw. ... 


Hiilsenfriichte Zucker und Marmelade 


Bohnen (trocken) ........ ||125/432 Marmelade 
Erbsen (trocken) Riibensiru 
Riibenzucker 





Die Nahrungsmittel sind in den Tabellen [ und II nach ihrem Ca- 
und P-Gehalt geordnet. Tabelle III soll das Auffinden der einzelnen 
Nahrungsmittel erleichtern; sie enthailt die Nahrungsmittel mit ihren 
Ca- und P-Mittelwerten in systematischer Ordnung. 

Ich habe jede einzelne Nahrungsmittelprobe mindestens zweimal vol! 
durchanalysiert. 2 bis 30 g des Substrats, je nach dem Ca- und P-Gehalt, wurden 
in ein Kjeldahl-Kélbchen eingewogen und mit konzentrierter Salpetersdure 


solange in der Warme behandelt, bis alles gelést war und eine wasserklare 
Fliissigkeit vorlag. Die Fliissigkeit wurde stark eingedampft und aisdann nach 
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entsprechender Verdiinnung direkt zur Mikrobestimmung des P benutzt (Fallung 
in salpetersaurer Lésung als Strychnin-Ammonium-Phosphor-Molybdat). Ein 
Teil der salpetersauren Lésung wurde nach Uberfiihrung in essigsaure Lésung 
auf Ca-Gehalt untersucht mit Hilfe der oxydimetrischen Mikromethodik (Fajlung 
als Oxalat, Titration mit Permanganat nach Lésung mit Schwefelsiure). Die 
Anwendung von Mikromethoden hat den Vorteil sehr erheblicher Material- 
ersparnis und gréBerer Schnelligkeit bei hinreichender Genauigkeit (unter 
Beriicksichtigung der normalen biologischen Schwankungsbreite). Ca- und 
P-Analysen wurden selbstverstindlich in jedem Ansatz mehrfach durchgefiihrt. 
Die v6n uns verwandte Methodik hat den Nachteil, daB jeweils verhaltnismaBig 
kleine Mengen der Nahrungsmittelprobe zur Analyse gelangen. Wir haben 
auch darauf verzichtet, das Analysenmaterial vor der Wagung zu homogenisieren, 
z. B. durch Trocknen und Pulverisieren. So ist es verstandlich, daB die Parallel- 
bestimmungen in nicht homogenisiertem Analysenmaterial zum Teil recht 
erhebliche Differenzen aufweisen, im Gegensatz zu den Analysen in homogenem 
Material wie Milch, Maisstirke usw. (Tabelle IV). — Im Gegensatz zu uns hat 
Kraut stets eine gréBere Menge des Nahrungsmittels, 100 bis 200 g, zur Analyse 
eingewogen; die Hydrolyse und der weitere Analysengang von Kraut deckt 
sich mit seinen Angaben iiber die Analyse des Ca und P in der gesamten Wochen- 
ration (16). — Fiir unsere Tabellen wurde stets aus den verschiedenen Analysen 
der einzelnen Nahrungsmittelprobe der Mittelwert errechnet, und nur dieser 
wurde in die Tabellen eingesetzt. Da die Zersetzung des Fettes durch kon- 
zentrierte Salpetersiure auf groBe Schwierigkeiten sté8t, wurde das Fett zu- 
nachst in alkoholischer Lésung mit konzentrierter Natronlauge verseift. Nach 
dem Verdampfen des Alkohols wurde die Seife in Wasser gelést. AnschlieBend 
Fallung der Fettsiuren mit konzentrierter Salpetersiure. Die wasserige Lésung 
wurde von der erstarrten Fettsiuredecke getrennt und die letztere noch mehrmals 
in Wasser umgeschmolzen und auf diese Weise von anhaftenden Salzteilen 
befreit. Die salpetersaure Salzlésung wurde zusammen mit den Waschwassern 
eingedampft und anschlieBend in der oben beschriebenen Weise weiter ver- 
arbeitet. 


Von den in unserer Tabelle aufgefiihrten Autoren haben Bunge (6), 
Dippelt (7), Holtz, Kraut und Octavio (11) eigene Analysen veréffentlicht. 
Schall (12) entnimmt seine Werte zum Teil aus den Tabellen von Ragnar 


Tabelle IV. Ergebnisse der Doppelanalysen in der gleichen 
- Nahrungsmittelprobe. 





mg% Ca 


Inhomogene Nahrungsmittel : 
PN rec aio en ce N inbilad is sce ea ne hiss 24 29 252 222 
Kopfsalat 41 62 55 68 
Spinat 173 182 47 BO 
Rhabarber I 16-21 28 27 
Rhabarber IT 138 163 28. 36 
78 82 455 437 


Homogene Nahrungsmittel : 
Kondensmilch 307 309 258 253 


Vollmilch 109 111 87 86 
Maizena : 6,8 7,0 17,5 17,8 
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Kontrollanalysen. 
Zu 2 & Brot (mit 30 mg®% Ca und 162 mg% P) wurden 0,58 mg Ca (= 20 cem 
2,9 mg%ige Ca-Lésung) und 0,38mg P (= 25ccm 1,53 mg%ige P-Lésung) 
pipettiert; nach Behandlung mit HNO, Analyse auf Ca und P: 
gefunden 1,16 mg Ca 3,66 mg P 
zupipettiert zum Brot 0,58 mg Ca 0,38 mg P 
in 2g Brot gefunden 0,58 mg Ca 3,28 mg P 
in 2 g Brot errechnet 0,60 mg Ca 3,24 mg P 
25g Lebertran (mit 10 mg% Ca und 0,52 mg% P) wurden nach Zusatz 
von 4,5mg Ca und 1,29mg P verseift; weiterer Analysengang wie im Text 
beschrieben : 
gefunden 6,85 mg Ca 1,41 mg P 
zugesetzt zum Tran 1,29 mg P 
in 25g Tran gefunden vaivae 0,12 mg P 
in 25g Tran berechnet 0,13 mg P 


Berg (13), der sich wiederum auf Werte von Konig (1), Wolff (2) und 
Albu und Neuberg (3), aber auch auf eigene Analysen stiitzt. Loew (4) 
hat seine Werte fiir sein bekanntes Buch den Tabellen von Katz (4), 
Wolff (4) und Kénig (4) entnommen. Die Werte von Bunge (6), die 
sich auf Trockensubstanzen beziehen, wurden von uns auf Grund der 
Werte iiber den Wassergehalt aus eigenen Untersuchungen und aus den 
Schall-Tabellen (12) umgerechnet auf Frischgewicht. Wir haben einzelne 
Literaturwerte in Klammern gesetzt und bei der Errechnung der Mittel- 
werte nicht beriicksichtigt, da sie giinzlich aus dem Rahmen der iibrigen 
Analysen fallen. Wir haben ferner bei Errechnung der Mittelwerte 
nicht. beriicksichtigt diejenigen Werte von Schall (12), die sich mit 
denen von Ragnar Berg (13) decken. Unsere Analysenangaben beziehen 
sich stets auf 100g Frischgewicht des betreffenden Nahrungsmittels, 
wie es im Handel erhiiltlich ist. Die Werte fiir Apfelsinen und Kernobst 
beziehen sich auf den eBbaren Anteil, die Werte fiir das Hiihnerei auf 
100 g Ei ohne Schale. — Fiir einzelne Nahrungsmittel haben wir ver- 
schiedene Sorten in Gruppen zusammengefaBt, um ein iibersichtlicheres 
Bild zu bekommen. Hierbei erschien es uns zum Teil praktisch, die 
Gruppen nochmals zu unterteilen, wenn einzelne Sorten mit ihrem 
Ca- und P-Gehalt aus dem Rahmen der iibrigen herausfielen: so haben 
wir unter den Wiirsten die Leberwurst, unter den Kisesorten die sehr 
Ca- und P-armen Kise (Harzer, Gervais usw.) gesondert eingesetzt. 

Die Schwankungen in dem Gehalt der verschiedenen Nahrungs- 
mittel an Ca und P sind keineswegs in bestimmtem Sinne gesetzmaBig 
fiir einzelne Gegenden Deutschlands. Selbst Gemiise aus dem gleichen 
Ort zeigt zum Teil besonders hohe, zum Teil besonders niedrige Werte, 
so daB hier vorlaufig eine véllige Regellosigkeit zu bestehen scheint 
(Tabelle V). Der Ca- und P-Gehalt des Bodens beeinflu8t den Ca- 
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Tabelle V. Abweichung des Calciumgehalts einiger Nahrungsmitte] 
aus verschiedenen Gegenden vom Mittelwert, ausgedriickt in ° 
des Mittelwertes. 


oO 





Magdeburger Cammin Greifswald Chiemgau 
Bérde (Pommern) (Pommern) ( Oberbayern) 


Kopfsalat ............ ~— 45 — 56 + 37 
Rhabarber ~ +115 +. §2 
Spinat + 4i + 650 2 


Kartoffel BS — 50 


und P-Gehalt der Pflanze: So stieg der Ca-Gehalt von Haferblittern 
durch Zusatz von CaCl, zum Boden auf das Dreifache an (14), der 
Gesamt-P-Gehalt von Sommerraps konnte durch P-Diingung auf das 
Fiinffache gesteigert werden (15). Die vevschiedenen Pflanzenteile 
reichern sich sehr unterschiedlich mit Ca an. In den Samen des Getreides 
ist die Ca-Vermehrung wesentlich geringer als in den Blittern. Ferner 
spielen die Zusammensetzung des Bodens und seine Aciditit eine groBe 
Rolle fiir die Aufnahme und Speicherung von Ca: die Ca-Aufnahme 
durch die Pflanzen sinkt mit steigendem py (14). GroBe Unterschiede 
bestehen auch zwischen den verschiedenen Pflanzensorten beziiglich 
ihres Ca-Speicherungsvermégens und es fallt beim Vergleich der mini- 
malen und maximalen Werte unserer Tabellen auf, wie unterschiedlich 
groB die Schwankungsbreite bei den verschiedenen Nahrungsmitteln 
ist (Tabelle VI). — Im Pflanzenreich kénnen auBerdem durch Ein- 
lagerung von Ca-Oxalat, vielleicht auch von Calciumphosphat und 
Caleiumcarbonat, erhebliche lokale Erhéhungen des Ca- und P-Gehalts 
entstehen. 


Tabelle VI. Differenz zwischen Minimal- und Maximalwert einiger 
Nahrungsmittel, ausgedriickt in % des Minimalwertes. 





Stachelbeere ................. 1000 Spinat 
Rhabarber 36 
Johannisbeere 

Griinkohl 


Bei den animalischen Nahrungsmitteln finden sich zum Teil er- 
hebliche Schwankungen im Ca- und P-Gehalt, wenn auch nicht in dem 
AusmaB, wie sie sich aus den Analysen der vegetabilischen Produkte 
ergeben. Bei der Analyse von Fleisch auf Ca und P mu8 man bedenken, 
da8B pathologische Ca- und P-Einlagerungen in der Muskulatur bekannt 
sind, z. B. nach kleinen traumatischen Blutungen. Ich erinnere ferner 
an die kleinen Knochenbildungen in der Muskulatur in Form des Exer- 
zier- und Reitknochens. Endlich wissen wir, daB unter besonderen 
Verhaltnissen (z. B. Hypercalciimie) Ca- und P-Einlagerung in die 
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verschiedensten Gewebe des Kérpers erfolgen kann. Wenn derartig: 
lokale Ca- und P-Einlagerungen unter pathologischen Umstande: 
entstehen, so halte ich es nicht fiir ausgeschlossen, daB es auch in 
normalen Stoffwechselbetrieb hin und wieder zu einer voriibergehenden 
Vermehrung des Ca- und P-Gehalts der Muskulatur kommen kann. 


Auf Grund der Minimal-, Mittel- und Maximalwerte der Ta- 
bellen I und II wurde die tiagliche Zufuhr an Ca und P/Kopf der Berliner 
Bevélkerung im Herbst 1942 berechnet, indem die Zuteilungen in einem 
Intervall von 28 Tagen zugrunde gelegt wurden. Da in diesem Zeitraum 
praktisch alle Nahrungsmittel nur auf dem Wege der Zuteilung zu 
erhalten waren, so ergibt sich ein verhiltnismaiBig eindeutiges und 
klares Bild (Tabelle VII und VIII). Die Schwankungen in den ver- 
schiedenen Zuteilungsperioden fallen fiir die Ca- und P-Versorgung 
nicht ins Gewicht. Bei der Berechnung der Mittelwerte fiir die einzelnen 
zugeteilten Nahrungsgruppen wurde von der zugeteilten Fleischmenge 
die Hilfte als Wurst, die Hiilfte als Fleisch berechnet. Da auf die 
Fleischzuteilung stets 20 bis 30°, Knochen entfallen, so muBte diese 
Verminderung mit in Berechnung gezogen werden. Fiir die Wurst 
wurde der Mittelwert aus Leberwurst und den iibrigen Wiirsten ge- 


Tabelle VII. Durchschnittlicher Gehalt der Tagesnahrungsmenge an 

Ca und P, errechnet aus den Werten der Tabellen I und II, sowie der 

Zuteilung von Lebensmittelnin Berlin wihrend einer vierwéchent- 
lichen Kartenperiode im Herbst 1942. 





= 
Ca-Zufuhr/4 Wochen P-Zufuhr/4 Wochen 


| Normalkost der 
| Erwachsenen, } 
Mittelwerte mg mg 


Substanz 


'mg% Cal mg% P|g/4Wochen| Min. | Mittel | Max. 





Min. Mittel Max. 








210 | 525 11 : 131 | 960 1100) 1510 
| 124 700 70 499 | 595 870) 1295 
| 194 500 | 165) § | 895 || 550 970 2160 
15 800 || 72 | 144) 88! 120} 160 
| 520 180 | 184, 865 900) 702 935 1240 
1197 | | 7% 100 245 246 250 
| 208 i 63 74) 138 187 =230 
* Frischmilch | i 

(entrahmt) | i 3920 | 4100 | 3010 | 3140 3360 
Brot u. Mehl | 2790 , 4510 | 7710 17800 25200 
Nahrmittel .. 273 | 392 1015 | 1610) 1996 
Kartoffel . . . 960 1940 9250 | 14200 
Gemiise ..... 52 | 2080 |. 3040 | 2400 3000 
Obst 16 | 180 320 700 p 400 580 
Zucker ..... 1 | 9 9 9 3] 3 
Marmelade . 29 | 700 || 21 203 294 105 133 
4-Wochenmenge in mg .......... | 7561 |12276 |17228 22430 |39136 55314 
Tagesmenge in g | 0,27 | 0,44 | 0,62 | 0,80 | 1,39 | 1,98 
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Tabelle VIII. Tagesmenge fir Ca und P in g. 





Alter Cs Ca+H.,0 | Hinglais > Hinglais 
y . o +20 | gou-werte. =| Soll-Werte 


1. bis 3. Lebensjahr.... 1,24 0,65 5: 0,32 

3. bis 6. Lebensjahr.. .. 0,95 0,68 : 0,41 

6. bis 10. Lebensjahr. . . . 0,81 0,85 0,81 
10. bis 14. Lebensjahr. ... 0,85 1,12 1,35 
14. bis 18. Lebensjabr.... 0,54 1,58 2,02 
18. bis 20. Lebensjahr. .. . 0,54 1,65 2,48 
Erwachsene 0,52 1,49 ‘i 2,97 
Werdende Miitter 

1. bis 5. Monat 1,16 2,97 
Werdende Miitter 

6. bis 9. Monat 1,15 2,97 
Stillende Miitter 1,16 3,30 
Stillende Miitter und 

Sauglinge 2, 2,32 3,86 
zogen. In der Rubrik Fisch wurde das Verhiltnis Fisch zu Marinaden 
wie 4: 1 der Berechnung zugrunde gelegt. Bei der Fettzuweisung war 
zu beriicksichtigen, in welchem Verhiltnis Butter und Margarine fiir 
die verschiedenen Altersstufen zugeteilt werden. Der Kisewert wurde 
aus dem Mittelwert von Kise I und Kise II errechnet. Der Wert fiir 
Brot aus einem Verhiltnis 7 Teile Roggenbrot, 1 Teil WeiSbrot, 1 Teil 
Weizenmehl. Fiir die Berechnung des Mineralgehalts der Gemiise 
wurden die am hiufigsten verzehrten Gemiise: WeiBkohl und Kohl- 
riiben doppelt gewertet. 

Die Tabelle VIII enthalt die tigliche Zufuhr an Ca und P auf 
Grund der Zuteilung von Lebensmitteln im Herbst 1942 in Berlin fiir 
die verschiedenen Alter usw. (in gleicher Weise berechnet wie Tabelle VII). 
In der Spalte Ca + Wasser ist der Ca-Gehalt des Leitungswassers 
(fiir Trink- und Kochzwecke) mit beriicksichtigt, indem wir durch- 
schnittlich 1 Liter Wasser (Ca-Gehalt 8 mg®,) fiir Trink- und Koch- 
zwecke einsetzten. — In Tabelle VIII finden sich zum Vergleich die 
Werte, die H. und M. Hinglais (20) fiir den Ca-Bedarf wihrend der 
verschiedenen Lebensperioden berechnet haben. Sie gehen aus von 
den in der Literatur festgelegten Werten fiir den unbedingten Ca-Bedarf 
(,.besoins stricts“‘). Da von dem Nahrungs-Ca durchschnittlich nur 
‘ein Drittel ausgenutzt wird, multiplizieren sie die ,,besoins stricts*‘- 
Werte mit 3,3, um das erforderliche Ca-Minimum in der Nahrung 
(..apports minima indispensables) zu erhalten. Nun diirften die so 
errechneten Werte im allgemeinen zu hoch liegen, da ja in den 
Literaturwerten fiir den Tages-Ca-Bedarf meist der Verlust bei der 
nur teilweisen Resorption aus dem Darm bereits beriicksichtigt ist. 
Andererseits fiihrt aber unsere heutige Ernihrung mit dem hochaus- 
gemahlenen Mehl in ganz Europa zu erhéhtem Ca-Verlust durch den 
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Stuhl: Cance und Widdowson (17) fanden in sehr sorgfiltigen Bilanz- 
versuchen, da der optimale Ca-Tagesbedarf bei Verwendung von 
feinem Weizenmehl (69% ige Ausmahlung) fiir Manner 947 mg, fiir 
Frauen 744 mg Ca betrigt, bei Benutzung von grobem Mehl (92°, ig) 
jedoch 1700 und 1100 mg Ca/Tag. Die Sollzahl fiir Erwachsene be- 
trigt nach Hinglais 1490 mg Ca/Tag, deckt sich also mit den Werten 
von Cance und Widdowson. 


Unter Benutzung der Minimal-, Mittel- und Maximalwerte meiner 
Tabellen I und II habe ich die Ca- und P-Zufuhr durch die von Kraut (16) 
verabreichte Nahrung errechnet. Kraut hat die gesamte Wochenration 
zusammengeschiittet und dann als Mischung zur Analyse gebracht. 
Die Ubereinstimmung meiner Berechnung mit seinen Analysenbefunden 
ist sehr befriedigend (Tabelle IX). 


In der Abhandlung von Kraut und Wecker finden sich Angaben 
iiber die Zusammensetzung der Wochenration beziiglich der einzelnen 
Nahrungsmittel sowie iiber die Menge des Ca und P (durch direkte 
Analyse) der gesamten Wochenration. Aus den Angaben iiber die 
Menge der einzelnen Nahrungsmittel errechnete ich nach meinen 
Tabellen I und IT den Gehalt an Ca und P. 


Tabelle IX. Tagliche Zufuhr an Ca und P im Deutschen Reich 1942 
fiir den Erwachsenen. 





1. Die Versuche Tabelle I der Abhandlung von Kraut und Wecker 
ergaben durch direkte Analyse 
durch Berechnung mit meinen Zahlen der Tabellen I und II 
oe ERR CT ESS PR AES oi iy 9 Gre aw Ug Mittelwert 
Minimalwert - 
Maximalwert 


In den Versuchen der Tabelle II der Arbeit von Kraut und 
Wecker durch direkte Analysen 
berechnet nach den TabellenI und II (Holtz). Mittelwert 
Minimalwert 
Maximalwert 
9 


2. Auf Grund der Lebensmittelzuteilung in Berlin, Herbst 1942, 
berechnet nach den Tabellen I und II (Holtz)............ 


Besprechung der Ergebnisse. 


Die vorliegende Arbeit bezweckt in erster Linie, die Minimal.-, 
Mittel- und Maximalwerte fiir den Ca- und P-Gehalt der haufigsten 
Nahrungsmittel festzulegen. Es ist selbstverstindlich, daB die Ta- 
bellen I und II noch mancher Erginzung und Korrektur bediirfen. 
Unter Benutzung unserer Mittelwertzahlen errechnen sich aber fiir die 
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Diiiten der Krautschen Versuche Werte, die beziiglich des Ca-Gehalts 
gut mit den Krautschen Analysen iibereinstimmen. Aber auch der 
Ca-Tageswert, den ich aus der vierwéchigen Lebensmittelzuteilung in 
Berlin errechnete (Tabelle VII), deckt sich mit den Krautschen Werten 
(Tabelle IX). — Das Verhiltnis von Ca/P betrigt auf Grund dieser 
Zahlen in unserer Ernahrung etwa 0,4. Kraut weist darauf hin, dab 
man ein Verhiltnis Ca/P = 1,3 als erstrebenswert betrachtet, daB aber 
ein Quotient von Ca/P = 0,5 noch als zulissig angesehen wird. Eine 
Vermehrung der Ca-Zufuhr, wie sie von vielen Arzten angestrebt wird, 
kénnte also durchgefiihrt werden ohne Gefahr, hierdurch den P-Stoff- 
wechsel ungiinstig zu beeinflussen. — Kraut bespricht ausfiihrlich die 
fiir den erwachsenen Menschen notwendige Ca-Tagesmenge und kommt 
zu dem SchluB, daB sich zwar der Mensch durch Gewéhnung infolge 
besonderer SparmaBnahmen auf ein sehr niedriges Ca-Minimum ein- 
stellen kann, daB es aber keineswegs richtig ist, dieses Minimum mit 
der fiir die Funktion des Organismus optimalen Ca-Menge zu identi- 
fizieren. An Ratten sah ich, daB man die Ca-Zufuhr erstaunlich weit- 
gehend drosseln kann, ohne da8 zuniichst grobe Krankheitserscheinungen 
sichtbar werden. Allerdings vermindert sich hierbei die Tages- 
ausscheidung von Ca durch die Nieren, die unter normalen Umstiinden 
eine sehr konstante GréBe ist. Auch Kraut fiel in seinen Versuchen auf, 
da das Harn-Ca erheblich unter der Norm lag (50 bis 70 mg Ca/Tag 
anstatt 100 bis 400 mg Ca). 

Der Ca-Bedarf des Menschen muB in gleicher Weise wie der Vitamin- 
bedarf des Menschen beurteilt werden. Wir sprechen von optimalem 
und minimalem Bedarf, ohne bisher sichere, verwertbare Mastibe zu 
haben. Ein optimaler Bedarf muB einen optimalen Gesundheitszustand 
breiter Bevélkerungskreise auch unter besonderer Beanspruchung 
gewiihrleisten. Es muB der Ca-Stoffwechsel die Méglichkeit haben, 
voriibergehende Ca-Verluste durch Acidose, mangelnde Kérper- 
bewegung rasch auszugleichen. Die Mineralisation des Skeletts muB 
optimal sein. Bei einer Ca-Zufuhr, die den minimalen Bedarf deckt, 
wird der Kérper unter SparmaBnahmen beziiglich Ca keine gréberen 
Krankheitssymptome zeigen. Da die SparmaBnahmen mit sinkender 
Ca-Zufuhr wachsen, da ein mineralarmer Knochen mit verminderter 
Knochensubstanz keine auffilligen Symptome bietet, so ist die Definition 
des Mineralbedarfs sehr gleitend, bilanzmaBig nicht erfaBbar. Denn 
die Bilanz kann auch bei sehr niedrigem Angebot noch ausgeglichen 
sein, obgleich vom biochemischen Standpunkt aus bereits ein Mangel- 
zustand vorliegt. — In der Literatur wird wieder und wieder auf die 
zahlreichen unbestimmten, zum Teil sehr umstrittenen Symptome der 
Hypovitaminosen hingewiesen: iiber die Symptome eines Ca-Mangels 
wird kaum gesprochen. 
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Eine Bestimmung der fiir optimale Ernihrung niedrigsten Ca-Tages 
ration erscheint mir auf drei Wegen erreichbar, nackdem sich Bilanz. 
versuche als nicht brauchbar erwiesen haben: 

1. Bei gleichartiger kérperlicher Tatigkeit hingt der Apatitgehali 
des Skeletts vom Mineralgehalt der Nahrung ab, solange dieser unter- 
halb des optimalen Tagesbedarfs liegt. Durch vergleichende Réntgen- 
aufnahmen am Menschen, durch Bestimmung des Gesamt-Ca-Gehalts 
beim Tier lassen sich besonders beim wachsenden, beim tragenden und 
beim stillenden Organismus die erforderlichen Unterlagen schaffen 

2. Wiihrend bei hohem Ca-Gehalt der Nahrung und gleichartigen 
normalen diuBeren Bedingungen (Aciditat der Nahrung usw.) die Tages- 
ausscheidung von Ca im Harn sich in engen Grenzen bewegt (bei 
normalem Ca-Gehalt des Blutserums 0,1 bis 0,4 g Ca/24 Stunden), liegt 
sie bei unzureichender Ca-Zufuhr, sowie im Ca-verarmten Organismus 
infolge der SparmaBnahmen des Koérpers unter 0,1 g Ca/Tag. 

3. Bei unzureichender Ca-Zufuhr scheinen bei bestimmten Personen, 
die sich offenbar schlecht auf eine verminderte Ca-Zufuhr einstellen 
kénnen, allerlei Krankheitserscheinungen aufzutreten, die sich, wie 
sehr zahlreiche Arzte aus eigener Erfahrung wissen, durch regelmiBige 
Ca-Gaben beseitigen lassen. Solche Personen sind als Testobjekte 
fiir den Ca-Bedarf geeignet. Die Priifung der quergestreiften Muskulatur 
durch Aufnahme der Reizzeitquantitaétskurven (18) und durch Reizung 
mit intermittierenden Gleichstrémen von genau rechtwinkligem Ver- 
lauf (19) diirfte vielleicht wertvolle Ergebnisse zeitigen. 


Zusammenfassung, 


Auf Grund eigener Analysen sowie der Analysenergebnisse von 
Kraut, Dortmund, und den Angaben der Literatur wurden die Minimal-. 
Mittel- und Maximalwerte fiir den Ca- und P-Gehalt unserer wichtigsten 
Nahrungsmittel errechnet. 

Die mit Hilfe dieser Zahlen errechnete durchschnittliche Tages- 
zufuhr an Ca liegt erheblich unter dem Wert, der —_— als optimal 
fiir die Ca-Zufuhr angesehen wird. 

Die P-Zufuhr durch die Nahrung ist so groB, daB durch Ca-Zulagen 
zur Kost in Mengen bis zu 1,2 g Ca/Tag keine Beeintrichtigung des 
Phosphathaushalts durch Phosphatentzug entstehen wiirde. 
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Uran verschiedener Nerven- und Driisensubstanz, 
sowie des Herzens. 
Von 
Josef Hoffmann. 
(Aus dem Institut fiir Chemische Technologie anorganischer Stoffe der Techni- 
schen Hochschule, Wien.) 


(Eingegangen am 12. April 1943.) 


Friihere Ergebnisse, 

Die der Schilddriise, Geschlechtssphire, Nebenniere und dem 
Pankreas iibergeordnete Hypophyse (1) tiberragt mit 1,36-10-6g Ug 
die Urankonzentration der ihr funktionell untergeordneten Driisen der 
GréBenordnung 10-7 g U/g. Die U-Konzentration, mit der die Gas- 
reaktionen assimilierender Blatter (2) angekurbelt werden, sind: 
1,19- 10-8 g U/g Ackerquecke, 1,2 - 10-8 g U/g Aprikose, 3,29 - 10-8 g U/g 
Tanne, 6,48-10-8g U/g Vogelmistel, 1,4-10-7g U/g Sellerie und 
1:58 - 10-7 g U/g Gartendill. Stoklasa (3) wies nach, daB die Assimilation 
von Wasserpflanzen (Elodea bzw. Vallisneria) in Gegenwart von 10-3 g 
U/Liter derart geférdert wird, daB die freiwerdenden Gasmengen 
ungefihr verdreifacht werden. In der Lunge (Mensch), in der sich die 
Atmung vollzieht, liegt 8,17 - 10-8 g U/g, ein der U-Konzentration der 
Mistel nahegelegener Wert, vor. Gasreaktionen, wie Assimilation und 
Atmung, vollziehen sich somit bei Gegenwart ahnlicher U-Mengen, 
die als Redoxsystem aufzufassen sind. Die héchste U-Konzentration 
findet sich in der klimatisch widerstandsfaihigen Birke vor, deren griine 
Blatter 6,5 - 10-6 g U/g enthalten. DaB es sich bei den in den Bliattern 
aufgespeicherten Uranmengen nicht um ein absolutes, sondern ver- 
iinderliches U-Depot handelt, geht daraus hervor, daB ein Teil des U 
vor dem Laubfall in den Stamm zuriickgeschafft wird; Belege hierfiir 
sind: 





| : rs Verfirbte Blatter 
Assimilierende Blatter vor dem Laubfall 


1,2- 10-8 5,03 - 10-° 


Aprikose 
Birne 1 -10-7 4,76 - 10-8 
WE vinea cous ehvasers 6,5 - 10-6 1,2 -10-6 


Das diesmalige Untersuchungsmaterial (Mensch). 
Zwei Kleinhirne, verschieden alte Herzen, Riickenmark, Hoden 
und Bauchspeicheldriise stammen vom. Institut der gerichtlichen 
Medizin und Kriminalistik der Universitit. 
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Kleinhirn, 9 Monate, mdnnlich. 52,6501 g Gesamtkleinhirn mit 
kohlefreiem Glihriickstand von 0,8702g, 0,0000282°, SiO, und 
5:10-%g U/25mg NaF ergab: 40-5- 10g U/0,8702 = 2,29- 10-7 g 
U/g Glihriickstand = 2, 10-5% U baw. 40-5- 10-%g U/52,6501 
= 3,79- 10-99 U/g Kleinhirn = 3,79-10-7% U und das Kleinhirn- 
uran: 1,99- 10-7 9 U; es ist gegeniiber dem friiher gefundenen Wert 
des entwickelten miénnlichen Groghirns von 1,59-10-%g U/g uran- 
reicher. Das Organ iibt Einflu8 auf die Gleichgewichtshaltung; psychi- 
sche Funktionen desselben sind unbekannt. 

Kleinhirn, 45 Jahre, mdnnlich. Ein Querschnitt von 54,3411 g mit 
0,7201 g Gliithriickstand, 0,000511 % SiO, und 6- 10-9 g U/25 mg NaF 
enthielt: 40-6-10-%g U/0,7201 = 3,33-10-7g U/g Gliihriickstand 
= 3,33-10°5°, U und 40-6- 10-%g U/53,3411 = 4,49-10-9g Ulg 
Kleinhirn = 4,49-10-7°, U sowie das Kleinhirnuran = 228 - 4,49 
-10-9g U = 1,02-10-7%, U; das vollentwickelte Kleinhirn enthielt 
gegentiber dem kindlichen nur um 0,7 - 10-® g U/g mehr Uran. 

Riickenmark, Kind, 1,5 Monate. 5,2212g Riickenmark, Brust- 
wirbel, mit 0,042] g Glihriickstand, 0,00007°, SiO, und 8- 10-9g U 
pro 25mg NaF ergaben: 40 8-10-%g U/0,0421 = 7,6-10°-%g U/g 
Glihriickstand = 7,6-10-4% U bzw. 40-8- 10-%g U/5,2212 = 6,13 
-10-9g U lg Riickenmark = 6,13-10-7°, U. Das Riickenmark eines 
Thunfisches, Mittelmeer (erste sechs Wirbel), enthielt 3,52 - 10-8 g U J/g 
= 3,52-10-®°. U und ist daher uranreicher; das Medium, in dem der 
Fisch lebt, enthalt m - 10-6 g U/Liter Meerwasser. 

Herz, Kind, 1,5 Monate. Das entblutete Gesamtherz von 19,6419 g 
mit 0,1387 g Gliihriickstand, 0,0000022°, SiO, und 5- 10-® g U/25 mg 
NaF ergab: 40-5- 10-9 g U/0,1387 = 1,44 - 10-6 g U/g Gliihriickstand 
= 1,44-10-49 U und 40-5. 10-9/1,6419 = 1,02- 10-89 U/g Herz 
= 1,02- 10-6°. U sowie das Herzuran = 2- 10-7g U. 

Herz, Mann, 73 Jahre. Ein Herzquerschnitt von 45,2602 g, 1,0469 g 
Glihriickstand, 0,000022 g SiO, und 5- 10-% g U/25 mg NaF enthielt: 
40-5-10-9g U/1,0469 = 1,91-10-7gU/g Glihriickstand = 1,9] 
-10-5% U baw. 40-5- 10-9 g U/45,2602 = 4,42-10-%9g Ulg Herz 
= 442-10-7°% U; das 73jabrige Herz ist gegeniiber dem 1,5 Monate 
alten um 0,58 -10-%g U/g urandrmer gefunden worden. 

Speicheldriise. Bei Speicheldriisen unterscheidet man zwischen Ei- 
weiB und Schleimdriisen, die mehr Mucine als EiweiBkorper liefern, so- 
wie gemischten Driisen. Wihrend sympathische Nerven zur Regulierung 
der GefiBe dienen, entstammen die sekretorischen dem fiinften Hirn- 
nervenpaar. Die Zusammensetzung des Speichels hingt von der Nahrung 
ab. Man unterscheidet auch zwischen Verdauungs- und Spiilspeichel. 
Speichel enthilt auBer Mineralbestandteilen, wie (HCO),, Cl’, (PO)’, 
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K’, Ca’, Mg’, abgestoBene Schleimepithelzellen, Leuko- und Lympho 
cyten (Rachenring), Bacterien sowie Fermente, wovon Ptyalin mengen- 
miBig vorherrscht. 

Die Parotis ist eine serése Driise, deren Sekret eine Proteinase 
enthalt. 26,8708 g mannliche Ohrspeicheldriise, links, etwa 45 Jahre 
mit 0,2677 g Glihriickstand, 0,000073 % SiO., sowie 9 - 10-9 g U/25 mg 
NaF ergab: 40-9 - 10-® g U/0,2677 = 1,34- 10-6 g U/g Gliihriickstand 
= 1,34-10-4%, U und 40-9. 10-9 g U/26,8708 = 1,33 - 10-89 U jy 
Parotis = 1,33 - 10-86%, U, sowie das Parotisuran, beide Driisen gleich 
schwer vorausgesetzt, von 7,/4-10-7g U. 

Heden, 45 Jahre. Man schitzt die Liinge der aufgerollten Samen- 
kanalchen in den den Samen bereitenden Organen auf 500 bis 600 m. 

25,6201 g Hoden, links (nicht sichtlich vergréBert gegeniiber 
rechts), von 0,1149g Gliihriickstand und 8-10-%gU/25mg NaF 
enthielt: 40-8-10-%g U/0,1149 = 2,78-10-6g U/g Gliihriickstand 
= 2,78-10-4% U, sowie 40+ 8+ 10-6 g U/25,6201 = 1,24-10-8g Ug 
Heden = 1,24-10-®%, U und das Hodenuran, beide Organe gleich 
schwer vorausgesetzt, zu 6,35- 10-79 U. 


Diskussion, 


Die U-Konzentration des Blutes (Mensch), 4 und mehr: 10-10 g U 
pro cem, ist, wie in den friiheren Fallen, bei den untersuchten Organen 
iiberschritten worden. Enthalt nach friiherer Untersuchung das GroB- 
hirn 1,8-10-%g U/g, so ist das Kleinhirn, je nach Alter, zu 3,79 bis 
4,49-10-%9gU und das kindliche Riickenmark zu 6,13-10-%g Ug 
gefunden worden, Die U-Konzentration der Parotis mit 1,33 - 10-8 g U/g 
iiberragt die des Pankreas mit 7,5- 10-% g U/g um etwa zwei GréBen- 
ordnungen. Die Hoden (Mensch) mit 1,24- 10-8 g U/g gleichen sich 
zwar groBenordnungsmaéBig dem des Hundes mit 2,11 - 10-8 g U/g an. 
erreichen aber den Gehalt der Samenblase (Mensch), die sowohl als 
Samenbehilter, wie als Absonderungsorgan dient, mit 3,63 - 10-7 g U/g 
nicht. Ein auffallender Unterschied ergab sich in der U-Konzentration 
des Greisen- und des Kinderherzens, die véllig verschieden pulsen: etwa 
60 und 120 Schlige. Wihrend das raschschlagende Siuglingsherz 
1,02- 10-8 g U/g enthielt, lieB das Greisenherz nur mehr 4,42- 10-9 g U/g 
erfassen. Es liegen hier ahnliche Unterschiede vor, wie sie bereits 
friiher bei der embryonalen Leber mit dem Organuran 5,59 - 10-5 sowie 
der Konzentration 4,66-10-7g U/g und der nachembryonalen Leber 
mit dem Organuran von nur 1,02-10-%gU und der Konzentration 
von nur 6,6- 10-8 gU/g gefunden wurden. In analoger Weise ergal 
sich bei der embryonalen Milz das Milzuran zu 2-10-5gU, das 
mit der Konzentration 3,3-10-6gU/g wirksam ist, wihrend das 
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nachembryonale Milzuran 7,20-10-5gU mit der Konzentration 
1,69 - 10-7 g U/g betrug. Werden Froschherzen mit kalifreier Ringer- 
josung durchspiilt bzw. umspiilt, so kommt die Herzbewegung bei einem 
Verlust von etwa !/, des KCl zum Stillstand; um es wieder zum Pulsen 
zu bringen, wird der Verlust durch KCl-haltige Spiillésung ersetzt. 
Im Herzmuskel des Frosches liegt etwa 2 mg K/g, somit 0,2°, K, von 
dem etwa 5%, radioaktiv sind, vor. Nach Zwardemaker und T. P. 
Feenstra soll der K-Ersatz auch durch ein aquivalentes beliebiges 
radioaktives Element méglich sein. Hamburger bewies, daB K-Ionen 
in der Durchstrémungsfliissigkeit fehlen kénnen. Hiermit ist eines der 
natiirlichen Komponenten des Froschherzens ausgeschieden worden. 
Die positiven Ergebnisse des menschlichen Herzens beziiglich eines 
natiirlichen U-Gehalts sind ehedem unberiicksichtigt geblieben. Der 
menschliche Organismus enthalt nicht nur U im Blute, das bisher in 
allen Organen angereichert vorgefunden wurde, sondern auch 0,00001 mg 


Ra/kg, das vermutlich von Th begleitet, wird. Trotzdem die Radium- 


menge sehr gering ist, ist schon deshalb anzunehmen, dab diese natiir- 
liche Konzentration im LebensprozeB eine Rolle spielt, weil eine kiinst- 
liche Vermehrung auf etwa die doppelte Menge fiir Spiitschiiden des 
Kérpers verantwortlich zu machen ist und die letale Dosis fiir héhere 
Tiere und vermutlich auch fiir den Menschen etwa zwischen 6 bis 
8- 10-9 g Ra/kg schwankt. Es diirfte nicht Zufall sein, daB das etwa 
doppelt so rasch schlagende Siuglingsherz etwa 0,5-10°%g U/g Herz 
mehr als das Greisenherz ergab. 


Literatur, 


1) J. Hoffmann, U-Konzentration: Hypophyse, Schilddriise, Geschlechts- 
sphire usw. Diese Zeitschr. 315, 26, 1943. — 2) U-Verteilung in pflanzlichen 
Stoffen. Zeitschr. f. Bodenkde. u. Pflanzenernahrung, im Druck. 3) Stoklasa 
u. J. Penkava, Biologie des Ra und U, Abschnitt Uran, 8S. 280/281, Berlin 1932. - 
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Das Blutgerinnungssystem 
beim experimentellen Skorbut. 
Von 
R. Marx und H. Bayerle. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 20. April 1943.) 


Die himorrhagische Diathese des durch Vitamin C-Mangel ver- 
ursachten Skorbuts des Meerschweinchens und ebenso des Menschen 
gilt durch Kapillarschaden, und zwar durch Mangel an endothelialer 
Kittsubstanz, bedingt!. Man rechnet sie zu den Blutungszustinden 
rein vasculirer Natur?. Die Blutgerinnungszeit in vitro wird im all- 
gemeinen als normal beschrieben3. Vereinzelte andere Beobachtungen 
iiber verlingerte Blutgerinnungszeit bei Skorbut4 konnten bisher keine 
allgemeine Anerkennung finden. 

Mit der Verfeinerung der Methoden zur Analyse des gesamten 
Blutgerinnungssystems im Laufe der letzten Jahre erwachte wiederum 
das Interesse an der genaueren Untersuchung des Blutgerinnungs- 
systems beim Skorbut. 1940 konnte Scoz in einer vorliufigen Mit- 
teilung itiber Hypoprothrombinimie beim Meerschweinchenskorbut 
berichten 5. Er fand, daB Vitamin K in den ersten 14 Tagen der Skorbut- 
diiit in der Lage sei, die entstehende Hypoprothrombinimie der Ver- 
suchstiere zu normalisieren. 

Wir hatten nun Gelegenheit, das Verhalten des Blutgerinnungs- 
systems beim experimentellen Skorbut genauer zu untersuchen. Im 
einzelnen kamen wir zu folgenden Ergebnissen: 

Die Blutgerinnungszeit — bestimmt am recalcifizierten Oxalat- 
plasma — war auch bei den schwerst skorbutischen Tieren stets im 
Rahmen der Norm gelegen. Dagegen fand sich in den allermeisten 
Fallen beim schweren Skorbut eine Prothrombinzeitverlingerung ver- 
schieden starken AusmaBes. Von 41 im schweren Skorbut untersuchten 
Meerschweinchen konnten wir bei 34 eine Prothrombinzeitverlingerung 
feststellen. In der klinisch iiblichen, allerdings noch etwas problemati- 
schen Weise in Prozenten der Norm berechnet, ergiibe sich eine Pro- 


1 W. Stepp, Die Ernaihrungslehre. Berlin, Springer, 1939. — ? L. Heil- 
meyer, Handbuch der inneren Medizin, 2. Bd. Berlin, Springer, 1942. 
3 W. Stepp, J. Kiihnau u. H. Schroeder, Die Vitamine und ihre klinisch: 
Bedeutung. Stuttgart, Enke Verlag, 1939. — 4 Keizo Ono, Mitt. d. med. Ges. 
Chiba 18, H. 8, 1940, deutsche Zusammenfassung. — * G. Scoz, Rivista di Fisiol.. 
Vol. XIII, IL. Serie, Nr. 2—3, 1940, XVIII. 
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thrombinverminderung bei den Versuchstieren im schweren Skorbut 
bis auf maximal 25°, der Norm. Meist allerdings ist die errechnete 
Verminderung beim schweren Skorbut weniger groB. Es muB zuniichst 
verwunderlich erscheinen, daB selbst bei den Fallen mit 75°, Pro- 
thrombinverminderung (entsprechend der Prothrombinzeitverlingerung 
berechnet) die eigentliche Blutgerinnungszeit noch innerhalb der 
physiologischen Schwankungsbreite lag. Ahnliche Verhiltnisse konnten 
wir aber auch beim Versuchstier Kaninchen bei anderen Untersuchungen 
feststellen!. Auch Warner, Brinkhous und Smith2 finden z. B. dieselbe 
Blutgerinnungszeit beim Hund und beim Haifisch. obwohl letzterer 
nur 8°, des Prothrombingehalts des Hundes besitzt. Auch bei Neu- 
geborenen kann ja die Blutgerinnungszeit z. B. nach Biirker be- 
stimmt normal sein und trotzdem eine erhebliche Prothrombin- 


verminderung vorliegen®. Die verschiedene Héhe des Thrombokinase- 


spiegels sowie Verainderung am Fibrinogen und Antithrombin kénnen 
eben unter besonderen Bedingungen einen verminderten Prothrombin- 
gehalt bei der Gerinnung des Vollblutes und Plasmas in vitro zeitmaBig 
kompensieren. Wir méchten aber betonen, daB wir bei unseren Versuchs- 
tieren niemals Prothrombinzeitverlingerungen sahen, woraus eine 
Prothrombinverminderung tiber 80°, also eine Verminderung unter 
den sogenannten kritischen Punkt. errechnet werden kénnte. 


Wir konnten nachweisen, daB es sich bei der durch die Skorbutdiiit 
entstehenden Prothrombinzeitverlingerung nicht um eine rein alimen- 
tire K-Avitaminose handeln kann. Zusitzliche Fiitterung der Tiere 
mit taiglich 5mg Vitamin C in wiisseriger Lésung erhielt iiber 5Wochen 
bei Skorbutdiiit die Tiere bei véllig normaler Prothrombinzeit. Auch 
eine sekundiire K-Avitaminose allein durch mangelhafte Vitamin K- 
Resorption infolge einer Alteration der Magen-Darmfunktion oder einer 
Dysbacterie mit mangelhafter Vitamin K-Produktion oder infolge von 
Hungerns konnte als Ursache dadurch unwahrscheinlich gemacht 
werden, daB einer Serie von Versuchstieren dauernd parenteral Vita- 
min K in héheren Dosen (10mg pro kg und Woche) zugefiihrt wurde. 
Auch bei dieser parenteralen Vitamin K-Zufuhr lieB sich ein Absinken 
der Prothrombinzeitwerte nicht bei allen Versuchstieren mit Sicherheit 
verhiiten. Durch Vitamin K-Injektionen sahen wir bei Tieren mit 
verlingerter Prothrombinzeit aber auch stets eine Verkiirzung der 
Werte unter der Vitamin K-Einwirkung. ohne daB es. wie auch Scoz 
beobachtete, im Spiitstadium des Skorbuts regelmiBig zu einer Normali- 


1 H. Dyckerhoff u. R. Marx, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 110, 390, 1942. 
~ ? Warner, Brinkhous u. Smith, Amer. J. of Physiol. 125, Nr. 2, 1939. 
3 F, Koller, Das Vitamin K und seine klinische Bedeutung. Leipzig, Verlag 
Thieme, 1941. 
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sierung der Prothrombinzeit kam. Die im Spiitstadium des Skorbut- 
hiiufig beobachtete Diarrhoe kann auch nicht fiir die Hypoprothrombin- 
iimie verantwortlich gemacht werden, denn auch Tiere ohne jede Diar- 
rhée wiesen verlingerte Prothrombinzeiten auf. So erlauben unsere 
die Versuche von Scoz bestiitigenden und erweiternden Untersuchungen 
den allgemeinen SchluB, daB fiir die Aufrechterhaltung einer regel- 
rechten Prothrombinzeit eine normale Vitamin C-Zufuhr unerlaBlich 
ist. Ohne diese kénnte es vielleicht zu einer sekundiren Vitamin 
K-Verwertungsstérung infolge mangelnder Ansprechbarkeit der Organ- 
systeme oder zu einem sekundiren Mangel an einem anderen noch 
unbekannten Garanten des normalen Prothrombinspiegels im Blute 
kommen. Die Teilwirkung von Vitamin K-Injektionen auf die ver- 
lingerten Prothrombinzeiten lassen eine mangelhafte Vitamin K-Auf- 
nahme infolge Anorexie oder Darmtraktveriinderungen als eine Teil- 
ursache der sich ausbildenden Prothrombinzeitverlingerungen immer- 
hin méglich erscheinen. Ob sich die Verhiltnisse beim klassischen 
Skorbutversuchstier auch auf diejenigen des Menschen iibertragen 
lassen, miissen weitere Untersuchungen lehren. Auch das Verhalten 
des Gerinnungssystems beim Rattenskorbut (Kollath) verdient in 
diesem Zusammenhang Interesse. 

Nach diesen grundsiitzlichen, fiir die Kenntnis des Vitamin ( 
im Organismus fiir die BluteiweiBbildung bedeutsamen Feststellungen 
untersuchten wir den Zeitpunkt des Auftretens der Prothrombinzeit- 
verlingerung im Verlauf eines sich entwickelnden experimentellen 
Skorbuts. Zu Beginn der dritten Woche der skorbutogenen Diit lie? 
sich bei einem Teil der Versuchstiere Prothrombinzeitverlingerung mit 
der von uns verwendeten Methodik nachweisen. teilweise bevor bei 
der anschlieBenden Tétung und Sektion makroskopisch irgendwelche 
Blutungen feststellbar waren. Es fanden sich aber auch Blutungen 
bei normaler Prothrombinzeit bei einem anderen Teil der Tiere. Hiufig 
fanden wir das Vorkommen von Prothrombinzeitverlingerungen und 
Blutungen besonders an den Priidilektionsstellen, an den Hinterbeinen. 
gleichzeitig auftretend. Der bisher allein betonte GefaiBfaktor ist 
sicher bei der Entstehung der himorrhagischen Diathese beim Skorbut 
besonders wichtig und ist auch, wie experimentum docet, in einem 
Teil der Fille vielleicht allein fiir die Blutungen verantwortlich zu 
machen. Das relativ friihzeitige Auftreten von Prothrombinzeit- 
verlingerung bei Skorbutdiit, das hiufige Parallelgehen von Blutungen 
und Verinderungen im Blutsystem lassen aber eine Beteiligung der 
letzteren Komponente an den Blutungen in einem gré8eren Prozentsatz 
der Fille mit Recht annehmen. Denn alle Erfahrungen sprechen fiir 
eine Zunahme der Blutungstendenz bei einer Verlingerung der Pro- 
thrombinzeit. 
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Die beobachtete Verlingerung der Prothrombinzeit stellt aber 
nicht die einzige Veriinderung im Blutgerinnungssystem beim Skor- 
but dar. 


Wir finden auBerdem eine deutlich erhéhte Gerinnbarkeit des 
Plasmas der Meerschweinchen im schweren Skorbut bei Zusatz von 
Standardthrombinpriparaten: Bei zwei Drittel der untersuchten 
Versuchstiere war dies Symptom ausgepriigt. Man ist zunichst ver- 
sucht, diese erhéhte Koagulobilitaét der skorbutischen Plasmen tele- 
ologisch als Kompensation der Hypoprothrombinimie zu deuten. Die 
Verhiiltnisse liegen aber zu komplex, um eine solche Betrachtungsweise 
gerechtfertigt erseheinen zu lassen. 


Wir analysierten nun die Faktoren, die die Gerinnbarkeit von 
Plasmen durch zugesetztes Thrombin bedingen. Diese erwies sich als 
abhingig vom Fibrinogengehalt und dem Antithrombintiter. An eine 
Bedeutung der verschiedenen Ansprechbarkeit des Fibrinogens auf 
dieselbe Dosis Thrombin mu auBerdem ebenfalls gedacht werden. 
Das Fibrinogen hat in bezug auf Gerinnungsgeschwindigkeit mit einer 
festen Menge Thrombin ein deutliches Optimum. Mehr oder weniger 
Fibrinogen ergibt damit liingere Gerinnungszeiten. In diesen unseren 
Befunden stimmen wir vollig mit EL. Wéhlisch und Kiderlen' iiberein 
und deuten wie diese die ilteren Befunde von Foda@? und Jamada?, 
sowie die von Mellanby*, die jeweils nur in einem bestimmten Bereich 
der Fibrinogenkonzentration arbeiteten. Kiderlen5 konnte zeigen. 
daB fiir die Gerinnungszeit einer Mischung von Fibrinogen —Thrombin 
das Verhiltnis Konzentration Fibrinogen: Konzentration Thrombin 
ebenfalls wichtig ist. Bei Verwendung eines bestimmten Standard- 
thrombins kann bei Anwendung von kleineren Konzentrationen Throm- 
bin die fiir die Gerinnungszeit optimale Fibrinogenkonzentration 
etwas unter der normalen Plasmakonzentration an Fibrinogen liegen. 
So wire es also méglich, die beschleunigte Plasmagerinnbarkeit durch 
Thrombin durch eine gréBere Fibrinogenspiegelsenkung im Blute ver- 
ursacht zu vermuten. 


Es kann aber auch bei normalem Fibrinogengehalt Antithrombin- 
abnahme erleichterte Koagulobilitit bewirken. Modellversuche mit 
festgehaltener Fibrinogenkonzentration und wachsender Konzentration 
an normalem Plasma-Antithrombin (einer komplexen Einheit, deren 
hauptwirksame Bestandteile die SerumeiweiBe darstellen) zeigten dies 


eindeutig. 
1 Q. Kiderlen, Diss. Wiirzburg, 1937. — 2? Foa, Chem. Arch. di Fisiol. 10, 
479, 1912. — 3 M. Yamada, diese Zeitschr. 87, 273, 1918. — 4 J. Mellanby, 


J. of Physiol. 38, 28, 1909. 5 QO. Kiderlen, |. c. 
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Antithrombintiteruntersuchungen bei deutlich skorbutischen Meer 
schweinchen ergaben bei einem Teil der Fille auch Senkung des Anti- 
throm bingehalts. 

Abnahme des Antithrombingehalts und erhéhte Gerinnbarkeit des 
Plasmas durch zugesetztes Thrombin gingen zwar nicht stets, abe: 
immerhin in der gréBeren Zahl der Fille parallel. 

Man darf bei dem Vergleich von solchen Werten nicht vergessen. 
dal jeder wieder komplexer Genese sein kann. Es sind z. B. fiir die 
normale Antithrombinwirkung des Plasmas verschiedene Faktoren 
wichtig, besonders die Adsorptionskapazitit der SerumeiweiBkérper. 
die selbst wieder durch Lipoide beeinfluBt werden kann, daneben die 
proteolytische Thrombinzerstérung, das Salzmilieu usw. 

Anderungen der Ansprechbarkeit von Fibrinogen auf Standard- 
thrombin fanden wir bei nach Bordet hergestellten Fibrinogenlésungen. 
und zwar sowohl bei solchen, die bei + 4° C aufgehoben waren, als auch 
bei solehen, die bei 10° C eingefroren waren und sich ohne auszuflocken 
wieder auflésen lieBen. Die Gerinnbarkeit dieser Fibrinogenlésungen 
ziemlich hoher Konzentration (1 g°,,) nahm zuerst zu, um dann langsam 
wieder abzunehmen. Im iibrigen verhielten sich Magnesiumsulfat- 
plasmen prinzipiell ebenso. Ob es im ersten Falle sich wirklich um 
qualitative Fibrinogenalterationen handelt, oder ob auch im_ ein- 
gefrorenen Zustand eine Verunreinigung mit einem proteolytischen 
Ferment (Plasmatrypsin) tiber Abbau von Fibrinogen Konzentrations- 
iinderungen bewirkt, wird noch genauer gepriift. Wir halten letzteres 
fiir wahrscheinlicher. Jedenfalls miiBte, bei konstantem und normalem 
Fibrinogengehalt und Antithrombintiter, bei Zunahme der Gerinnbar- 
keit eines Plasmas durch Thrombin auf qualitative Anderung des 
Fibrinogens geschlossen werden. 

Es ist nicht wahrscheinlich, daB die verlingerte Prothrombinzeit 
beim Skorbut durch eine sehr starke Fibrinogenabnahme allein vor- 
getiiuscht ist. Dafiir spricht, daB wir Hypoprothrombinamien friiher 
auftretend beobachteten, als verkiirzte Plasmagerinnbarkeit mit Throm- 
bin. Bei einer normalen Plasmagerinnbarkeit mit Thrombin und 
auBerdem normalem Antithrombingehalt ist eine starke Fibrinogen- 
verminderung mit Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen, 

Eine wirkliche Prothrombinverminderung kann aus einer Ver- 
lingerung der Prothrombinzeit mit vélliger Exaktheit nicht geschlossen 
werden. Die Versuche der amerikanischen Autoren Warner, Brinkhous 
und Smith! haben ergeben, daB auBerdem noch die Umwandlungszeit 
von Prothrombin in Thrombin fiir die entstehende Prothrombinzeit 


' Warner, Brinkhous u. Smith, Proc, Soc. exper. Biol. a. Med. 37, 628, 1938; 
Amer. J. of Physiol. 114, 667, 1936. 
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von Wichtigkeit ist. Prothrombinzeit stellt also auch bei normalem 
Antithrombin- und Fibrinogengehalt eine komplexe aus der Prothrom- 
binumwandlungszeit und der Prothrombinmenge sich ergebende Kon- 
stante dar. Zur exakten Erfassung der eigentlichen Prothrombinmenge 
bediirfte es einer Zweistufentitration des Prothrombins, wie sie die 
amerikanischen Autoren angegeben haben. Diese Methode hat aber 
noch erhebliche Fehlerquellen, die wir in Kiirze an anderer Stelle niiher 
auseinandersetzen werden. 

Vitamin K parenteral zugefiihrt, verhinderte in unseren Versuchen 
nicht das Auftreten erhéhter Gerinnbarkeit des Plasmas und Absinken 
des Antithrombingehalts. Auch das Auftreten der Blutungen wurde 
weder nach AusmaB noch nach Zeitpunkt des Auftretens deutbar 
beeinfluBt. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, da das Phinomen der 
gesteigerten Gerinnbarkeit des Plasmas bei Standard Thrombinzusatz 
noch nicht ganz geklirt ist. Am einfachsten lieBen sich die be- 
sprochenen Befunde erkliren durch eine Hypoproteinimie mit be- 
sonderer Beteiligung einzelner BluteiweiSkomponenten als Ausdruck 
der Hypofunktion der BluteiweiB bildenden Organsysteme. 

Die Untersuchung von R. Jiirgens! iiber die BluteiweiBkérper 
beim menschlichen Skorbut ergaben im wesentlichen normale Blut- 
eiweiBwerte. Meist fand sich sogar eine Fibrinogenvermehrung und 
Albuminzunahme. Allerdings ist die Zahl der von Jiirgens publizierten 
Fille gering (fiinf Fille). Es wird nétig sein, unter Beriicksichtigung 
des Krankheitsstadiums und der Spezies diese Fragen anzugehen. 


Experimenteller Teil, 


A. Verwendete Substanzen und Lésungen. 


1. Standardthrombin, hergestellt nach Dyckerhoff und Kiirten2. 
2. Pferdefibrinogen, hergestellt nach Bordet3. Wir bewahrten das 


Fibrinogen in Ampullen bei 10°C auf. Auf diese Weise konnte es 


bis zu 4 Wochen fiir die Untersuchung nach der Antithrombinmethode 
gerinnbar erhalten werden. Es léste sich nach dem Auftauen ohne 
Flockung glatt wieder. Liinger als 4 Wochen war es aber auch bei dieser 
Art von Aufbewahrung nicht sicher haltbar, da Denaturierungsvorgiinge 
auftraten. 

3. Menschenhirn-Thrombokinase. konserviert nach Dam und 
Glavind 4. 


1 R. Jiirgens in Bennhold-Kylin-Rusznyak, Die EiweiBkérper des Blut- 
plasmas. Dresden u. Leipzig, Verlag Steinkopf, 1938. 2 H. Dyckerhoff u. 
Kiirten, diese Zeitschr. 284, 111, 1938. 3 Bordet, C.r. Soc. Biol. 83, 576, 
1920. — * Dam u. Glavind, Acta med. Scand. 96, 108, 1938. 
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4. Synkavit, synthetisches, wasserlésliches Vitamin K-Priparat de: 
Firma Hoffmann-La Roche, Berlin. 

5. Cebion, Merck, Darmstadt. 

6. Plasma-Antithrombin, hergestellt durch fiinfminiitiges Erhitzen 
von Oxalat-Citratplasma auf 54°C im Wasserbad und Abzentrifugiere: 


des ausgefallenen Fibrinogens. 


B. Angewandte Methoden. 
I, 


1. Skorbutdiit. Die Versuchstiere, Meerschweinchen von etwa 
200 bis 400 g, erhielten die von Demole! beschriebene Skorbutdiat des 
Lister-Instituts, bestehend aus geschrotetem, 2 Tage auf 100°C im 
Trockenschrank erhitztem Hafer und Heu, das 4 Stunden bei 120° ( 
und 1 Atmosphare Druck autoklaviert worden war. 

2. Die Zufiitterung von Vitamin C erfolgte durch Lésung des Rein- 
vitamins in etwas Wasser, das von den Tieren morgens vor der Fiitterung 
mit Hafer und Heu stets sofort ausgetrunken wurde. Die Tagesration 
von 5mg Vitamin C wurde in 5 cem Wasser gelost. 

3. Die Vitamin K-Injektionen erfolgten intramuskulir, 10 mg pro 
1 kg Kérpergewicht pro Woche. In der Woche der Untersuchung des 
Blutes auf die Komponente des Blutgerinnungssystems erhielten die 
Tiere teilweise zweimal die genannte Dosis; die letzte 24 Stunden vor 
der Blutuntersuchung. 

4. Die Blutentnahmen erfolgten durch punctio cordis in Ather- 
narkose. 


Il. 


1. Bestimmung der Blutgerinnungszeit nach der Oxalatplasma- 
recalcifizierungsmethode nach Dyckerhoff, Goossens und Schwantke®. 
in der Modifikation, wie sie Dyckerhoff, Marx und Ziegler? fiir das Meer- 
schweinchen ausgearbeitet haben. 

2. Bestimmung der Prothrombinzeit. Verwendung von Plasma. 
konzentrationen von 50 bis 20°. Modifikation der Quickschen Methode 
nach Dyckerhoff und Mara‘. 

3. Bestimmung der Gerinnbarkeit des 1:10 verdiinnten Magne- 
siumsulfatplasmas durch Standardthrombin. Conf. Dyckerhoff, Marz. 
und Sattler ®. 


' Conf. Handbuch der Lebensmittelchemie II 2, 1529. Berlin, Springer. 
1935. * Dyckerhof{f, Goossens u. Schwantke, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med 
105, 155, 1939. — * H. Dyckerhoff, R. Mara u. W. Ziegler, ebenda 108, 772. 
1941. * H. Dyckerhoff u. R. Marz, diese Zeitschr. 311, 1, 1942. — > H. Dycke» 
hoff, R. Marx u. G. Sattler, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 109, 431, 1941. 
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4. Antithrombinbestimmung nach Astrup und Darling). Wit 
setzten 1 mg unseres bei diesen Versuchen angewandten Standard- 
thrombins = | Einheit und verwandten bei diesen Untersuchungen fiir 
eine Bestimmung je 10 mg Standardthrombin. 


C'. Versuchsergebnisse. 


Tabelle I. Die Blutgerinnungszeiten skorbutischer Meerschweinchen. 





Tag der | 
Skorbutdiat | 
Blutgerinnungs- | 


38. | 83% | Sh | 86. | 36. | 36. | 36. | 35.°| 36. | 35. 


zeit in Minuten 3’ 10’|3’ 03’2’ 13 1’ 283’ 25’|2’ 26'"|2’ 22”" 2° 33’"'3’ 48'"12" 59’ 


und Sekunden 





Tag der ET ae 
Skorbutdiat | 36. 
Blutgerinnungs- | 
zeit in Minuten 3’ 00"'5' 05" 4’ 35” 6’ 00” 3’ 09” 5’ 56” 5’ 31" 6’ 00" 2’ 55” 
und Sekunden 


37. | 37. | 30. | 31. | 58. | 63. | B56. | 56. 


Es handelt sich bei den Versuchstieren der Tabelle I stets um Tiere 
im klinisch schweren Skorbut. Bei der Sektion waren Blutungen und 
Osteoporose festzustellen. Die iiber 40 Tage mit Diit ernihrten Tiere 
erhielten anfangs einen unzerquetschten Hafer, der nicht ganz vitamin-C- 
frei war, so daB sich der Skorbut langsam ausbildete. Simtliche Ge- 
rinnungszeiten lagen innerhalb der Norm. Dyckerhoff, Marx und 
Ziegler? fanden mit derselben Methode die physiologische Schwankungs- 
breite der Blutgerinnungszeit normaler Meerschweinchen zwischen 
0.45 bis 8,50 Minuten, wobei Werte iiber 6 Minuten seltener vorkamen. 


Tabelle I]. Prothrombinzeiten normaler Meerschweinchen 
in Sekunden. 








Tier Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12} 18; 14 
Mit 0,5 com Plasma .... || 32 | 31) 32 34 32 35 32! 35) 31! 30/30) 32) 2 37 
GO. i Mi .-+. 145 | 46 - 48 — — 45 45 45 36 

Tier Nr.: 15 | 16 171 18/19; 20; 21 | 22; 23 | 24 25 | 26 27 28 
Mit 0,5 ccm Plasma.... 36) 31 26 33 29 29'30' 30 30) 32 24/32 32) 29 
“a eS #7 .--- | 46}41 41 48 34 32/45 42.46.45 49 45 48 46 


Die physiologische Schwankungsbreite der Prothrombinzeit nor- 
maler Meerschweinchen lag bei einer Plasmaverdiinnung 1:1 (50°) 


1 Astrup u. Darling, Acta Physiol. Scand. 4, 293, 1942. 
hoff, R. Marx u. W. Ziegler, 1. c. 


2 H. Dycker- 
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mit der verwendeten Menschenhirnthrombokinase zwischen 24 bis 
26 Sekunden, bei einer Plasmaverdiinnung |: 4 (20°,) zwischen 30 bi- 
49 Sekunden. Daraus errechnet sich ein Mittelwert fiir 50° iges Plasma 
mit 32 Sekunden, fiir 20° iges Plasma mit 42 Sekunden. 


Tabelle III. Plasmagerinnungszeiten mit Standardthrombinzusatz 
in Minuten und Sekunden. 





Img 3’ 43” | 3'46" | 3’ 41" 3° 47" | 3°46" | 4°13” |.4° 36" | 7’ 32’ 
9 


55" 
2'50" 2/00" 2°23" 2°07" | 2'03" | 2°16" | 2°10" 2’06" | 3°15" 


” 





Img  4°40"| 4°18" | 7700" 4°38” 4°30" 4°04" 3°24" 4'39" | 4°38” 
; 2'25"| 2°10" | 2°54" | 1°44" 2°10") 151" 1.42” -2'17" | 2°08" 





4' 58" | 4’ 48” 25" | 5’ 31"’ | 4’ 23” | 4°09" | 3’ 16” | 4°00” | 3’ 46’ 
2’ 06” | 2’ 09” 26" |} 2’ 36" | 2°18" | 2°01" | 1".00”" | 2°85" | 2’ 82’ 


Die Gerinnungszeiten von |: 10 verdiinnten MgSO,-Plasmen lagen 
mit 1mg Standardthrombin zwischen 3'16” und 7'32”: mit 2 mg 
Standardthrombin zwischen 1’ 42” bis 3°15”. 


Tabelle IV. Antithrombintiter normaler Meerschweinchen in 
Antithrombineinheiten. 





1 2 3 4 5 6 7 8 


191 196 187 186 188 193 189 190 


Der Antithrombintiter normaler Meerschweinchen lag in dem von 
uns verwendeten Thrombinpriparat, von dem wir 1 mg = 1 Einheit 
setzten, zwischen 186 und 196 Ejinheiten. 


Aus Tabelle V geht hervor, daB® die Verlingerung der Prothrombin- 
zeit vor allem in den spiiteren Stadien des Skorbuts sehr deutlich aus- 
geprigt ist, da aber auch vereinzelte Tiere in friiheren Stadien bis 
zu 50°. gegeniiber der Norm verlingerte Prothrombinzeiten haben 
kénnen. Mit unserer Methode wurden am 16. Tag der Skorbutdiiit 
erstmals stiirkere Verliingerungen der Prothrombinzeit festgestellt. 
Klinischer und Sektionsbefund, sowie Ausfallen der Prothrombinzeit- 
bestimmung, der Antithrombin- und Plasmagerinnbarkeitstestung 
gehen nicht immer parallel. Die am SchluB der Tabelle V angefiihrten 
Tiere, die bis zu 56 Tage alt wurden, erreichten dieses Alter infolge 
Fiitterung eines nicht vollkommen vitamin-C-freien Heues in den ersten 
4 Wochen der Skorbutdiit. Bei der Berechnung des Prothrombingehalts 
in Prozenten bedeutet > 100°, iiber dem errechneten Durchschnitt 
innerhalb der physiologischen Schwankungsbreite liegende Werte. 
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Tabelle VI. Prothrombinzeiten und Plasmagerinnbarkeit durch 
Standardthrombinzusatz bei Meerschweinchen mit Skorbutdiat 
und zusatzlich mg VitaminC pro Tag. 





Prothrombinzeit in Sek. mit Plasmagerinnungszeit in Min 


Versuchstier || Tag der Diit mit Thrombin 
Nr. | 0,5ccem Plasma 0,2 ccm Plasma 1 mg 2 mg 
1 35. 28 46 4’ 38” ie 
2 35. 33 48 4 39” 2 37" 
3 38. 24 30 4’ 38” 2’ 09” 
4 38. 2i 41 4’ 58” 2’ 06” 
5 38. 29 32 5’ 25” 2’ 25” 


Zufuhr von tiglich 5mg Vitamin C halt die Versuchstiere iiber 
5 bis 6 Wochen bei Skorbutdiit munter und die Prothrombinzeiten 
und Plasmagerinnbarkeit bei Thrombinzusatz véllig normal bzw. so- 
gar in einigen Fiillen tiberdurchschnittlich kurz. 


Tabelle VII. Prothrombinzeiten und Plasmagerinnungszeiten mit 
Standardthrombinzusatz bei Meerschweinchen mit Skorbutdiat 
und zusatzlich taglich 5 mg Vitamin C und 2 mg Vitamin K pro Woche. 





: i i ite ‘ Tasmagerin gszeit in Mi 
Prothrombinzeit in Sek. mit Plasmagerinnungszeit in Min 


Versuchstier Tag der Diit u. Sek. mit Thrombin 
Nr. 0,5cem Plasma | 0,2 ccm Plasma 1 peg 2 mg 

l 35. 28 43 3” 15” 1’ 48” 

2 35. 30 36 4’ 10” 1’ 43” 

3 35. 25 3’ 52” 1’ 62” 

4 36. 26 37 4’ 10” 2’ 00” 


Tabelle VIL zeigt, daB zusiitzliche Verabreichung von 2 mg Vita- 
min K pro Woche pro Versuchstier neben Vitamin C keine Uber- 
dosierungsschiden hervorruft. Dyckerhoff, Marx und Sattler! sahen bei 
massierter Vitamin K-Injektion bei Kaninchen und Ratte im Gegensatz 
zu den franzésischen Autoren Meunier und Mitarbeitern? keinerlei 
Prothrombinzeitverlingerung. Die Prothrombinzeiten der mit Vita- 
min K und Vitamin C behandelten Meerschweinchen mit Skorbutdiit 
blieben analog dazu v6éllig normal. 

Aus Tabelle VIII 14Bt sich entnehmen, da weder im Kurativ- 
versuch durch Vitamin K-Injektion bei Skorbut im Spiitstadium stark 
verlingerte Prothrombinzeiten véllig normalisiert werden kénnen. 
noch im prophylaktischen Versuch durch dauernde parenterale Vita- 
min K-Zufuhr das Auftreten einer Prothrombinzeitverlingerung in 
allen Fallen verhiitet werden kann. 


1 H. Dyckerhoff, R. Mara u. G. Sattler, |. c. 2 Meunier, Hinglais, Bordet 
u. A. Dreyfuss, C. r. Acad. Sci. Paris 210, 454, 1940. 
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Tabelle VIII. Prothrombinzeiten, Plasmagerinnungszeit mit Stan- 
dardthrombin und Antithrombintiter bei Meerschweinchen mit 
Skorbut bei Injektion von Vitamin K. 


a) Im Kurativversuch. 





Prothrombinzeit Mg 8 U,-Plasma- 
in Sek. mit Prothrombin gerinnungszeit 


Klinische 
ao” mit Thrombin 


Tag der Skorbutdiit Befund ee in o 
0.5cem 0,2 cem = seeaa 
Plasma Plasma l mg 2meg 


35. 57 93 32% 2'40” | 1'08" 

30. 51 83 36% 2’ 60" | 1’ 46" 

nach Injektion von 
2mg Vitamin K 

3%. 46 65 

nach Injektion von 
3mg Vitamin K 

schwerer , a 1'19" 
Skorbut i 


35. 
36. 
nach Injektion von 
2mg Vitamin K 
26. 42 | y 40% 2’ 60" 
2%. 36 Bf 58% 2' 18” 
nach Injektion von 
2mg Vitamin K 





b) Im prophylaktischen Versuch. 





Prothrombinzeit Mg S 0,-Plasma- 
Klinischer in Sek. mit Prothrombin gerinnungszeit 


Tag der Skorbutdiit Befund 29=———-—_—— in % mit Thrombin 
* ( 
0,5 cem | 0,2 ecm —— snips 


Plasma Plasma 1 mg 2meg 


; 3 oo 72% = 240" 1°44" 
schwerer 39 60 46% a St | .k te 
Skorbut | 31 ~ 100% Dre" | ta" 

38 8 50% = 2 16" 140" 


Tabelle IX. Veranderungen der Gerinnbarkeit von Fibrinogen bei 
Zusatz einer gleichbleibenden Menge von Standardthrom bin. 





Tag nach der Herstellung des Fibrinogens .. 8 9 1°12] 19 


Gerinnungszeit mit 5mg Thrombin bei 37° C 
Tg SE ROR ee art ey eee ae ena | eos 10 | 13 | 16 


Tabelie IX zeigt, daB Fibrinogenlésung relativ hoher Konzentration 
(1 g®..) beim Altern zuerst an Gerinnbarkeit zunimmt, um dann dauernd 
abzunehmen. Dieser ProzeB verliuft bei — 10°C im Prinzip gleichartig. 
nur langsamer. 


Die Fibrinogengerinnung mit Thrombin hat ein Optimum, jenseits 
dessen nach beiden Seiten hin die Gerinnungszeiten linger werden. 











it 
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Tabelle X. Abhangigkeit der Gerinnungszeit einer Mischung von 
Fibrinogen (0.99%, an Kochsalz) und Standardthrombin von det 
Fibrinogenkonzentration. 





— il Fibrinogen- Gerinnungszeit v. = Fibrinogen- Gerinnungszeit 
Ve we ~  konzentration mit 1 mg ve — konzentration mit 1 mg 
gra in g% Thrombin grac in 2% Thrombin 
a) Bei Verdiinnung mit destilliertem b) Bei Verdiinnung mit physio- 
Wasser. logischer Kochsalzlésung. 
Unverdiinnt 1,067 4’ 00” Unverdiinnt 1,067 4’ 00” 
1:5 0,213 1’ 61” 1:6 0,213 a’ 23" 
1:10 0,1067 1’ 30” 1:10 0,1067 0’ 56” 
1: 20 0,056 Y 46" 1: 20 0,056 1’ 10” 
1:40 0,026 5’ 20” 1:40 0,026 1’ 40” 





Dieses Optimum liegt fiir jede Thrombinmenge aber etwas verschieden. 
wie Kiderlen! gezeigt hat. 


Tabelle XI. Abhangigkeit der Plasmagerinnbarkeit mit Thrombin 
vom Antithrombingehalt des normalen Plasmas. 





a) Oxalat-Kaninchenplasma, Gerinnungszeit Gerinnungszeit 


Menschliches Citratplasma 


Zusatz in cem in Sek. in Sek. 
0 26 0 13 
0,05 44 0,05 60 
0,1 120 0,1 151 
0,15 347 0,15 449 
0,2 530 


Das Volumen des Gerinnungsansatzes war stets 2.2 eem, bestehend 


aus. | cem Fibrinogen, 10 mg Standardthrombin in 1 cem dest. Wasser 
gelést, der Rest bestand aus Plasma bzw. Plasma -+ physiologische 
Kochsalzlésung. 





b) Zusatz von Kaninchen- 


citratplagma, dag 5 Mine COS “Giratplaema unerntee | On Sek 
0 34 0 34 
0,01 59 0,01 103 
0,1 76 0,1 105 
0,5 140 0,5 187 
1,0 199 1,0 600 


Das Volumen des Gerinnungsansatzes beim Versuch 10b betrug 
stets 2.3cem. 0,3 cem davon war Fibrinogenlésung, 1 cem Standard- 
thrombinlésung (2 mg), der Rest Plasma bzw. Plasma + dest. Wasser. 


1 Kiderlen, |. c. 
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c) Zusatz von Kaninchen- 
Mg 8 0,-Plasma 
1:10 verdiinnt 


ce) Zusatz von Kaninchen- 
Mg 8 0,-Plasma 
1:10 verdiinnt 


Gerinnungszeit 
in Sek. 


Gerinnungszeit 
in Sek. 

















0 34 
0,05 51 3 
0,1 53 










Das Volumen des Gerinnungsansatzes bei Tabelle Xc¢ war analog 
Tabelle Xb. Tabelle X zeigt, daB die Menge an normalem Plasma- 
i antithrombin fiir die Gerinnbarkeit von Plasmen durch zugesetztes 







Standardthrombin sehr wichtig ist. 






Zusammenfassung, 






i 1. In der gréBeren Zahl der Fille von schwerem Skorbut findet 





sich eine verlingerte Prothrombinzeit verschiedenen Grades, was die 





Angaben von Scoz bestitigt. 






2. Die Blutgerinnungszeit bestimmt als Reaktionszeit eines 
recalcifizierten Oxalatplasmas wird beim experimentellen Skorbut 





normal befunden. 
3. Die Prothrombinzeitverliangerung iiberschreitet nicht den soge- 






nannten kritischen Wert. 
4. Diese Prothrombinzeitverlaingerung ist in der Hauptsache nicht 













das Ergebnis einer sekundiiren K-Avitaminose. 

5. Geniigende Zufuhr von Vitamin C ist fiir die Aufrechterhaltung 
normaler Prothrombinzeitwerte im Blute nétig. 

6. Fiir die himorrhagische Diathese beim Skorbut kann die plas- 
matische Stérung einen akzessorischen Faktor neben dem Endothel- 
schaden bedeuten. 

_ 7. Die Gerinnbarkeit des Plasmas bei Thrombinzusatz ist bei 
schwerem Skorbut meist erhéht. 

8. Der Antithrombintiter kann beim ausgepriigten Skorbut_ ver- 
mindert sein. 

9. Eine sichere Parallelitat zwischen erhéhter Gerinnbarkeit des 
Plasmas bei Thrombinzusatz und Antithrombin |iBt sich nicht finden. 

10. Die Faktoren, welche die Gerinnbarkeit von Plasma durch 
zugesetztes Thrombin bedingen, werden dargelegt. Neben der Fibrino- 
genkonzentration ist besonders die Héhe des normalen Blutantithrombins 


sao te aan en a eae 


dafiir entscheidend. 


f Wir danken Frau Helga Graeber fiir ihre wertvolle experimentelle Mit- 
arbeit. 

















Zur Chemie des Verderbens der Fette. 
XVIII. Mitteilung: 
Zur Wirkungsweise des fettantioxygenen Komplexes aus Hafermehl?. 
Von 
K. Tiufel und R. Miiller?. 
(Aus den Instituten fiir Lebensmittelchemie der Technischen Hochschulen 
Dresden und Karlsruhe.) 


(Eingegangen am 20, April 1943.) 


Von dem einen von uns (7'dufel) wurde wiederholt dargelegt®, dal 
die Autoxydation der natiirjichen olefinischen Fette zumeist nicht als 
eine einfach ,,additive Autoaydation™ verliuft, sondern daB es sich in 
sehr vielen Fallen um eine ,,kombinierte Autoxydation’: handeln diirfte. 
bei der sich zufallig oder regelmiBig anwesende Fettbegleitstoffe in 
das Geschehen einschalten. Als wahrscheinlich wurde hingestellt, dal 
dabei, aus einem geeigneten Wasserstoffdonator (z. B. bei pflanzlichen 
Fetten aus Chlorophyll, bei tierischen Fetten aus Hiimin) unter ent- 
sprechenden Bedingungen abgespalten, primiir aktiver Wasserstoff 
auftritt, der seinerseits in sekundirer Folge den Luftsauerstoff irgendwie 
aktiviert (z. B. O.9H, HO- OH). Letzterer gibt dann zur Bildung von 
Fettperoxyden AnlaB, deren spezielle Art und Konstitution hier zuniichst 
ebensowenig interessiert wie die sich anschlieBenden Folgereaktionen 
des Molekiilaufbaues (Autoxypolymerisation bzw. Autoxykondensation) 
sowie des Molekiilabbaues. 

Die vorangehend umrissenen, durch mancherlei experimentelle 
Tatsachen sowie durch Analogieschliisse gestiitzten hypothetischen 
Vorstellungen lassen erwarten, daB Stoffe. die die primire (Bildung von 
aktivem Wasserstoff) bzw. die sekundiire (Bildung von aktiviertem 
Sauerstoff) Phase der Autoxydation der olefinischen Fette hemmen. 
unter geeigneten Umstiinden als Fettantiorygene wirksam sind. Diese 
Folgerung steht mit der Erfahrung im Einklang. 

Weiterhin ist eine Hemmung der Autoxydation von seiten solcher 
Stoffe zu gewiirtigen, die die Fihigkeit zur Zersetzung von Hvydro- 
peroxyd bzw. Fettperoxyd besitzen. Dem entspricht, daB die Katalas: 
nach Untersuchungen von M. R. Coe4 sowie nach eigenen Versuchen 


1 XVII. Mitteilung s. Fette und Seifen, 1943, im Druck. 2 Ausgefiihrt 
mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft, wofiir auch an dieser 
Stelle der beste Dank ausgesprochen wird. — * Fette u. Seifen 48, 745, 1941: 
Die Chemie 55, 273, 1942. 4 Oil and Soap 15, 230, 1938. 
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mit R, Miller! fettantioxygene Eigenschaften entfaltet. Ihre Wirkung 
kann man sich, unter Anlehnung an die Rolle der Katalase in de: 
belebten, aeroben Natur, schematisch [Gleichung (1)| am einfachsten 
so vorstellen, da gebildetes Hydroperoxyd zersetzt und damit die 
Entstehung von Fettperoxyd hintangehalten wird: 
—CH HO-OH —CH 
, + Katalae —» | +0,+2H,0. (1) 
—CH HO-OH —CH 
Wenn nun, wie erwiesen, dem Haminferment Katalase eine ein- 
deutige Hemmwirkung bei der Autoxydation der olefinischen Fette 
zukommt, so liegt die Annahme nahe, daB sich auch das Hiiminferment 
Peroxydase als fettantioxygen erweist. Ihre charakteristische Wirkung 
deutet man nach Th. Bersin? in der Weise, daB der Wasserstoff aus 
geeigneten Donatoren (Polyoxybenzole usw.) auf die aus Enzym und 
Peroxyd sich bildende Molekiilverbindung iibertragen wird und letztere 
dann in Wasser und wieder reaktionsbereites Enzym zerfallt. Ein 
soleher Reaktionsverlauf, der einen ieroxydabbau_ bedeutet die 
Aufgabe der Peroxydase im biologischen Geschehen diirfte in der Zer- 
setzung eventuell auftretenden Hydroperoxydes bestehen miiBte 
sich aber, ahnlich wie die Wirkung der Katalase, in einer Hemmung 
der Autoxydation auswirken. Es erschien also wiinschenswert, Versuche 
in dieser Richtung anzustellen; tiber einige Ergebnisse wird nach- 
stehend_ berichtet. 
Als fiir die durchzufiihrenden Untersuchungen geeignet erscheinend, 
wurde der fettantioxygen wirksame Komplex aus Hafermehl heran- 


gezogen, der nach den von uns schon veréffentlichten Ergebnissen? ein 
zusammengesetztes lipoidlésliches System, also ein Wirkstoffgefiige 
darstellt. An dessen Aufbau sind, wie mit Sicherheit festgestellt ist, 
Protein und Phosphatid beteiligt. Als weiterer wichtiger Baustein 
diirfte Eisen+ in lipoidléslicher Form in Betracht kommen. Auch die 
Mitwirkung von Katalase oder einem katalasedhnlichen System erscheint 
nicht unmdéglich, wenn auch der schliissige Beweis dafiir noch aussteht. 


Den vorangehend erérterten Tatsachen nach muB es naheliegen. 
gerade den Haferkomplex, der iibrigens als Beispiel eines stark wirk- 
samen natiirlichen Antioxygens von iiberaus groBem theoretischen und 
praktischen Interesse ist, zur Untersuchung auf die Mitbeteiligung einer 


1K. Téufel u. R. Miiller, diese Zeitschr. 304, 278, 1940. — * Th. Bersin, 
Kurzes Lehrbuch der Enzymologie, 8. 114, 2. Aufl. Leipzig, Akadem. Verlags- 
gesellschaft, 1939. 3K. Téufel u. R. Miiller, diese Zeitschr. 310, 153, 1941: 
daselbst weitere Literatur. 4 Dieselben, ebenda 310, 153, 1941. Der Hafer- 
komplex enthalt meist mehr Eisen in lipoidléslicher Form als dem Eisengehalt 
der Katalase, auf Hamineisen zuriickzufiihren, entspricht. 
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peroxydatischen bzw. einer peroxydaseiihnlichen Komponente heran- 
zuziehen. 

Hydrochinon ist ein bekanntes Fettantioxygen. Seine Wirkung 
wird von uns in der Weise erklirt, daB aktiver Sauerstoff (OgH, Hy Oz 
in aktiver Form), ohne daB es eines besonderen Ubertriigers (z. B. 
der Peroxydase) bedarf, damit als Wasserstoffdonator reagiert. Ge- 
wohnliches Peroxyd aber wiirde zum Umsatz die Einschaltung eines 


peroxydatischen bzw. mindestens eines pseudo-peroxydatischen Systems 


voraussetzen. Ist ein soleches im Haferkomplex vorhanden, dann wiire 
beim kombinierten Einsatz von Hydrochinon und Haferkomplex eine 
besondere Wirkung zu erwarten. 

Die im experimentellen Teil beschriebenen Versuche lassen er- 
kennen, da (s. Tabellen | und II) gleichzeitiger Einsatz von Hafer- 
komplex und Hydrochinon bejm Schiittelversuch einen verstirkten 
Riickgang der Peroxydzahl sowie ferner beim Stehversuch eine sichtbar 
werdende Verlangsamung der Autoxydation herbeifiihrt. DaB es sich 
dabei nicht oder nicht allein um eine nebeneinander ablaufende Wirkung 
der beiden Komponenten Hydrochinon und Haferkomplex handelt, 
laBt sich zuniichst rein qualitativ aus folgender Tatsache schlieBen. 
In wiisseriger Lésung tritt bei Wechselwirkung zwischen Hydroperoxyd, 
Kisen(3)-salz und Hydrochinon eine rotbraune Farbung auf; hier liegt 
ein pseudo-peroxydatisches System vor. Die analoge Firbung erfolgt 
im System autoxydiertes, also peroxydhaltiges Fett /Hydrochinon / Hafer- 
komplex. Aus alledem ist ein Hinweis dafiir abzuleiten, daB beim 
Hafermehlkomplex mit der Méglichkeit einer Peroxydase- oder per- 
oxydaseihnlichen Wirkung gerechnet werden kann. 

Diese Vorversuche waren Veranlassung, analoge Untersuchungen 
durchzufiihren einmal mit Pyrogallol, das bekanntlich zum qualitativen 
und quantitativen Nachweis von Peroxydase benutzt wird, und zum 
andern mit Benzidin, das ebenfalls als Reagens auf Peroxydase be- 
kannt ist. 

Besonders wichtig und aufschluBreich fiir die theoretische Be- 
trachtung der Sachlage diirften die Ergebnisse der Versuchsreihen mit 
Pyrogallol sein. Auch hier tritt die Parallele zur peroxydatischen 
Wirkung deutlich in Erscheinung. Einmal spricht dafiir die bei geeigneter 
Kombination der Komponenten autoxydiertes Olivenél Pyrogallol Ha- 
ferkomplex eintretende Farbreaktion (Rotfirbung: Purpurogallin- 
bildung). Zum andern ist (vgl. Tabelle II] und IV) die Tatsache in 
dieser Richtung auszuwerten, daf}S eine additive Wirkung der Kom- 
bination aus Pyrogallol und aus Haferkomplex im Schiittel- und Steh- 
versuch zur Erklirung des beobachteten Effektes (Riickgang der 


1M. R. Coe, Oil and Soap 15, 230, 1938. 


Biochemische Zeitschrift Band 315. 
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Peroxydzahl, Hemmung der Autoxydation) nicht ausreichend ist: e- 
erfolgt vielmehr eine verstirkte Wirkung. Die Annahme der Beteiligung 
eines peroxydatischen bzw. eines pseudo-peroxydatischen Systems liegt 
also zwanglos nahe. In der gleichen Richtung sprechen sich die bishe: 
vorliegenden Versuche mit Benzidin aus. 

Die von dem einen von uns (7'dufel) vertretene Vorstellung, dal 
die fettantioxygene Wirksamkeit gewisser Stoffe oder Stoffsysteme aut 
recht verschiedene Ursachen zuriickgehen kann, also kein einheitliche: 
Vorgang ist, findet durch die vorliegenden Untersuchungen eine weitere 
Stiitze. Neben gewisse geeignete, aktiven Wasserstoff aufnehmende 
Verbindungen (Wasserstoffacceptoren), neben gewisse geeignete, aktiven 
Sauerstoff abfangende Verbindungen (Wasserstoffdonatoren) und neben 
die Katalase bzw. katalaseiihnliche Systeme tritt gemaiB den voran- 
gehenden Erérterungen als vierte Méglichkeit zur Hemmung der Autoxy- 
dation der olefinischen Fette der Einsatz von Peroxydase bzw. von 


peroxydasedhnlichen Systemen. Beim Haferkomplex kénnte nach 


den bisher vorliegenden Erfahrungen sonach auch die Peroxydase- 
wirkung von Bedeutung sein. Es erscheint theoretisch reizvoll und 
zweckwissenschaftlich sehr wichtig, die aufgezeigten Fragen einer 
weitergehenden Klirung entgegenzufiihren. 

In diesem Zusammenhang muB noch folgendes hervorgehoben 
werden. Sowohl in Leguminosen! wie auch in tierischen Geweben2 
finden sich ,,Lipoxydasen‘“*, d.h. Fermente, die ungesiittigte Fette 
unter Bildung von Peroxyden oxydieren. H. Siillmann? hebt hervor 
daB zwischen dieser Lipoxydase und der sogenannten ,.Carotinoxydase 
d.h. dem Carotin und andere Polyene unter Einschaltung von olefini- 
schem Fett und Luftsauerstoff oxydierenden Ferment4, vermutlich 
enge Beziehungen bestehen. Er? weist nach, dafs die aus Soja isolierte 
Carotinoxydase peroxydasehaltig ist, daB Guajaklésung davon bei 
Gegenwart von Hydroperoxyd oder, als Ersatz dafiir, durch ungesittigte 
Fette oder Fettsiuren an der Luft blau gefiirbt wird. An die Stelle des 
Sauerstoffacceptors Carotin kann also bei der Carotinoxydase ein 
anderer Sauerstoffacceptor treten, niimlich Guajakharz; zugesetztes 
Hydroperoxyd kann die Rolle der olefinischen Fette nicht iibernehmen. 

Betrachtet man das Verhalten der .,Carotinoxydase unter dem 
Gesichtswinkel der hier durchgefiihrten Erérterungen, so ist fest- 
zuhalten, daB diese aus Leguminosensamen dargestellte Oxydase nach 
den bisherigen Befunden ihre Wirkung in einem System entfaltet, das 


1 EB. André u. K. Hou, C. r. Acad. sci. 194, 645, 1932; 195, 172, 1932. - 
20. H. Lea, J. Soc. chem. Ind. 56 T, 376, 1937; Chem. a. Ind. 58, 479, 1939. 
— 3 H. Siillmann, Helv. chim. Acta 24, 646, 1941. — 4 J. B. Sumneru. R. J. 
Sumner, J. of biol. Chem. 134, 531, 1940; H. Tauber, Amer. Soc. 67, 2251. 
1940; H. Siillmann, Helv. chim. Acta 24, 465, 1941. 
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peroxydasehaltig ist; die Peroxydase also iibertrigt den peroxydischen 
Sauerstoff des olefinischen, autoxydierten Fettes auf das Carotin. 

Die hier erérterte Wirkungsweise des Haferkomplexes fiigt sich 
zwanglos in dieses Bild ein. Der antioxygene Effekt des Haferkomplexes 
diirfte deshalb unter geeigneten Bedingungen wenigstens teilweise auf 
einer Ubertragung von Peroxydsauerstoff auf einen vorhandenen oder 
zugesetzten Sauerstoffacceptor zuriickzufiihren sein. Weitere Unter- 
suchungen zur Aufklirung der angeschnittenen Zusammenhiange sind 
im Gange. 

Experimenteller Teil. 
1. Larstellung des fettantioxygenen Komplexes aus Hafermehl'. 


Die Darstellung des Hafermehlkomplexes erfolgte nach der bereits 
verOffentlichten Arbeitsweise2 durch erschépfende Extraktion des 
Hafermehls mit Petroliither (Siedepunkt 50°C), Aufnehmen des Petrol- 
itherriickstandes mit peroxydfreiem Ather und Fiillen mit eisgekiihltem 
Aceton (die Reinheit des letzteren ist von entscheidender Bedeutung). 
Der ausfallende grauweibe Niederschlag, der sehr luftempfindlich ist 
und an der Luft seine antioxygene Wirksamkeit rasch verliert, wurde 
in reinstem Benzol aufgenommen und nochmals mit Aceton umgefiillt. 
Der Komplex wurde bei den Versuchen immer in benzolischer Lésung 
angewendet; in dieser Form ist er recht gut haltbar. 


2. Versuche mit Hydrochinon. 


Setzt man einem autoxydierten, also peroxydhaltigen Olivendl 
(5 cem) eine geringe Menge Hydrochinon (5 mg) und eine kleine Menge 
des Haferkomplexes (0,5 cem der benzolischen Lésung mit 25 mg 
Komplex) zu, so entsteht sofort eine rotbraune Firbung, die allmihlich 
dunkler wird; sie ist wahrscheinlich von Oxydationsprodukten des 


Hydrochinons verursacht. 


Bei Zugabe von Hydrochinon zum autoxydierten Ol, unter Weg- 


lassung des Haferkomplexes, tritt die entsprechende Farbverinderung 
nicht sofort, sondern erst nach lingerer Stehzeit (12 bis 14 Stunden) und 
auch dann nur spurenweise ein. Daraus erhellt, daB sich der Hafer- 
komplex in den Umsatz einschaltet. 

In Analogie zu der vorstehend erérterten Reaktion im lipoiden 
Milieu ist hier hervorzuheben, da8B in wisseriger Lésung bei der Wechsel- 
wirkung zwischen Hydroperoxyd und Eisen(3)-salz in Gegenwart von 


' Das unbehandelte rohe Hafermeh] wurde uns, wie schon wiederholt, von 
der Firma C. H. Knorr, A.-G., Heilbronn a. N., in entgegenkommender Weise 
zur Verfiigung gestellt; wir danken dafiir auch an dieser Stelle auf das beste. 

2 K. Téufel u. R. Miiller, diese Zeitschr. 310, 155, 1941. 

26 * 
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Hydrochinon ebenfalls sofort die vorerwihnte rotbraune Farbung 
auftritt. Bei diesem Umsatz kann es sich nur um eine Zersetzung des 
Hydroperoxyds zu Wasser und eine Oxydation des Hydrochinons 
handeln. Es liegt also hierbei eine gewissermaBen pseudo-peroxydatische 
Wirkung vor, deren gedankliche Ubertragung auf den Umsatz des autoxy- 
dierten Oles mit Haferkomplex und Hydrochinon nicht auf Schwierig- 
keiten st6Bt. 

Zur Stiitzung dieser Annahme wurden einige quantitative Versuche 
durehgefiihrt, indem ein autoxydiertes Olivenél unter systematischer 
Variierung der Zusatzstoffe im Schiittelversuch und im sich anschlieBen- 
den Stehversuch hinsichtlich seines Verhaltens, kontrolliert durch den 
Peroxydwert (Arbeitsweise nach C. H. Lea!), studiert wurde; die Ergeb- 
nisse sind in Tabellen I und Il zusammengestellt. 

Entsprechend den theoretischen Erwartungen erfolgt gemi den 
Angaben nach Tabellen | und II sowohl durch Zusatz von Hydrochinon 
wie von Haferkomplex allein beim Schiitteln des autoxydierten Oliven- 
bles ein Riickgang der Peroxydzahl; die Hemmung der Autoxydation 
ist auch beim Stehen der Schiittelversuche deutlich erkennbar. 


. 


Die Effekte sind beim kombinierten Einsatz von Hydrochinon 
und Haferkomplex sichtlich verstirkt. Dies kann nur so erklirt werden, 


Tabelle I. Autoxydiertes Oliven6él unter dem EinfluB des fettanti- 
oxygenen Haferkomplexes und des Hydrochinons. 


Erliuterung: Die Zahlenwerte stellen die jeweiligen Peroxydwerte dar, aus- 
gedriickt in cem n/100 Natriumthiosulfatlésung je 1 g Ol. 





Zusammensetzung der Proben 


seem Ol 

Schiittelzeit bzw. Stehzeit po 5cem O1 + 1,leem 
der Versuchsansitze npr : 14 et + 1,1 cem benzolische 
(mach dem Schiitteln) * » ccm Ts Com benzolische Lésung mit 

+ 1,1 ccm Benzol Lisung mit 26 mg 
Benzol + 5 mg 26 mg Haferkomplex 

Hydrochinon Haferkomplex + 5 mg 
Hydrochinon 


Nach 1stiindigem ; 
Schiitteln f 53,2 43,1 41,9 


Nach dem Schiitteln 
30stiindige Stehzeit 51,5 47,5 41,7 34,4 
96stiindige Stehzeit 53,6 45,8 44,1 27,0 
120stiindige Stehzeit 62,$ 50,5 52,5 27,9 
* Die Versuche verliefen in der Weise, daB erst 1 Stunde geschiittelt wurde; die angegebene 
Stehzeit bezieht sich immer auf die geschiittelten Proben. 


1 Vgl. K. Téufel u. J. Kochling, Fette und Seifen 45, 493, 1938. 
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Tabelle I. Autoxydiertes Olivendl unter dem EinfluB des fett- 
antioxygenen Haferkomplexes und des Hydrochinons. 
Erlauterung: Die Zahlenwerte stellen die jeweiligen Peroxydwerte dar, aus- 
gedriickt in cem n/100 Natriumthiosulfatlésung je 1 g Ol. 





Zusammensetzung der Proben 


a 8vecm ra) 
= , E " - 5eem Ol + 0.6 ee 
Schiittelzeit bzw. Stehzeit ir 5 cem Ol + 0.6ccm Mi Bhar token 
der Versuchsansiitze 5eem Ol + 0,6 eem benzolieche Lésung mit 
(nach dem Schiitteln) + 0,6 cem Benzol Lisung mit "06 mg 
money oa 26 mg Haferkomplex 
Hydrochinon — }faferkomplex + 5 mg 
Hydrochinon 


Nach, | stiindigem 
Schiitteln 42,2 37, 33,9 


Nach 30stiindiger 
Stehzeit 46,8 2, 38, 30,8 


daB entweder beide Komponenten nebeneinander zur Wirkung gelangen 
oder dafS§ sie miteinander als peroxydaseiihnliches System reagieren, 
indem Hydrochinon als Wasserstoffdonator zur Aufnahme des _per- 
oxydatisch iibertragenen Peroxydsauerstoffs dient. 


3. Versuche mit Pyrogallol. 
Pyrogallol wird bekanntlich zum qualitativen und quantitativen 
Nachweis! von Peroxydase sowie von peroxydaseihnlichen Systemen 
benutzt. Folgende qualitative Vorproben wurden angestellt : 


Peroxydhaltiger Ather kann, wie gefunden wurde, stérende Reak- 
tionen hervorrufen; deshalb wurden alle Versuche in _ benzolischer 


Lésung ausgefiihrt. Da weiterhin das Pyrogallol in der benzolischen 


Lésung des Haferkomplexes schon bei Zimmertemperatur gut léslich 
ist, in reinem Benzol aber nur beim Erhitzen gelést werden kann, 
wurden die jeweils abgewogenen Mengen von Pyrogallol bei Versuch 2 
und 3 in der benzolischen Haferkomplexlésung gelést, bei Versuch | 
aber in erwirmtem Benzol. Zu diesen benzolischen Lésungen wurden 
am SchluB die 5 cem autoxydiertes Olivenél hinzugesetzt. 
Versuch 1: 5 ccm autoxydiertes Olivené] + 1 cem benzolische Lésung von 10 mg 
Pyrogallol + 0,5 cem Benzol. 
Befund: Keine Reaktion. 
Versuch 2: 6cem benzolische Lésung von 10 mg Pyrogallo! + 0,5 cem_ benzoli- 
sche Lésung des Haferkomplexes. ; 
Befund: Keine Reaktion. 


' Vgl. H.v. Kuler, Chemie der Enzyme, 2. Teil, 3. Abschn., S. 423ff. 
Miinchen, Verlag J. F. Bergmann, 1934. 
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Versuch 3: 5 com autoxydiertes Olivené] + 1 ccm benzolische Lésung von 10 mg 
Pyrogallol + 0,5 cem benzolische Lésung des Haferkomplexes. 
Befund: Sofort weinrote Farbung; rasch in braunschwarz iibergehend. 
Versuch 4: 5 ccm autoxydiertes Olivené] + 1 cem Benzol + 0,5 ccm benzolische 
Lésung des Haferkomplexes. 
Befund: Keine Reaktion. 


Nach der vorstehenden Zusammenstellung ist zum Zustande- 
kommen der farbbildenden Umsetzung augenscheinlich die Dreiheit 
Peroxyd (hier autoxydiertes Olivenél), Wasserstoffdonator (Pyrogallol) 
und peroxydischen Sauerstoff tibertragender Stoff oder Stoffsystem 
(Haferkomplex) erforderlich. Wenn eine Komponente fehlt, kommt e= 
nicht zur Farbreaktion. 

Wenn man dieses Ergebnis kritisch auswertet, gelangt man aus 
Griinden der Analogie zu dem SchluB, daB der Haferkomplex in einem 
autoxydierten Fett als ein lipoidlésliches peroxydatisches bzw. per- 
oxydaseihnliches System funktionieren und damit antioxygen wirken 
kann. Macht man sich diese Vorstellung zu eigen, dann ist weiterhin 
zu folgern analog der Feststellung von R. Kuhn, D. B. Hand und 
Florkin!, wonach das Himineisen eine wesentliche Komponente der 
wasserléslichen Peroxydase ist, — daB das von uns im Haferkomplex 
nachgewiesene lipoidlésliche Eisen? einen wichtigen Faktor im Wir- 
kungsmechanismus des Haferkomplexes darstellt. In gleicher Rich- 


Tabelle III. Autoxydiertes Olivené! unter dem EinfluB des fettanti- 
oxygenen Haferkomplexes und des Pyrogallols. 
Erliéuterung: Die Zahlenwerte stellen die jeweiligen Peroxydwerte dar, ausge- 
driickt in com n/100 Natriumthiosulfatlésung je 1 g Ol. 
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5 mg Pyrogallol | 


5 eem O1 
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» Lésung 
g Haferkomplex 


5 cem Ol 
+ 0,5 cem Benzol 
5 cem 
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om 
5e 
lische 
5cem Ol 
+ 0,5 cem benzo- 
lische Lésung | 


10 mg Pyrogallol 


+ 5 mg Pyrogallol 


+ 10 mg Pyrog: 


Or 


Nach Istiind. 
Schiitteln ... 39,3 38,0 


Nach 36stiind. 
Stehen 41,4 37,9 


Nach 97stiind. 
Stehen 38,9 39,9 ) 12,4 


® Zeitschr. f. physiol. Chem. 201 255, 1931. 2 K. Téufel u. R. Miller, 
diese Zeitschr. 310, 152, 1941. 
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Befund 
beim 


der 
daB 


Schittelversuch eines au- 


tung wire 


zu deuten, 
toxydierten Olivenéls mit 


einer mit Blausiure_ be- 


handelten —benzolischen 
Lésung von Haferkomplex 
der bei Anwendung von 
nur benzolischer Lésung 
des Komplexes  eintre- 
tende Riickgang des Per- 
oxydwertes ausbleibt bzw. 
sich in bescheidenem Aus- 


maB bewegt!. 


Im Einklang mit den 
vorangehend bespro- 
chenen Versuchen wurde 
experimentell ermittelt, 
daB beim Schiitteln von 
autoxydiertem Olivendl 
mit Pyrogallol und Hafer- 
komplex ein verstirkter 
Riickgang des Peroxyd- 
wertes beobachtet wird. 
In Tabellen III und IV 
einige Ergebnisse 


Art 


sind 
dieser 
stellt. 


zusammenge- 


Die bei Kombination 


von Haferkomplex und 
Pyrogallol erfolgende ver- 
stiirkte Herabsetzung des 
Peroxydwertes tritt deut- 
lich in Ersecheinung. Sie 
erreicht anscheinend ihren 
optimalen Wert bei Zu- 


siitzen zwischen 2.5 und 


5 mg Pyrogallol. 


' K. Téufel u. R. Miiller, 
Zeitschr. 310, 152, 


diese 


1941. 
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MaBgebend fiir die Wirkung des kombinierten Systems sind in 
erster Linie die experimentellen Werte sofort nach dem Schiitteln bzw 
nach 24stiindigem Stehen. 

Pyrogallol allein entfaltet beim Schiittelversuch anfinglich keine 
bzw. nur eine vergleichsweise geringe peroxydherabsetzende Wirkung 
erst beim lingeren Stehen setzt sich der ,,gew6hnliche antioxygene 
Effekt dieser Verbindung durch. 

Haferkomplex allein setzt den Peroxydwert im Einklang mit den 
friiher erérterten Versuchen! stark herab. Gesellt sich hierzu das 
Pyrogallol, so wird der Riickgang noch wesentlich stirker. Die anfing- 
liche peroxydherabsetzende Wirkung setzt sich in einer Autoxydations- 
hemmung fort, die sehr beachtlich und nachhaltig ist. Der kritische 
Vergleich der Zahlenwerte lehrt, daB der unmittelbare antioxygene 
Effekt des Pyrogallols allein, zu demjenigen des Haferkomplexes 
addiert, nicht ausreicht, um die GréBe der antioxygenen Wirkung des 
Systems Pyrogallol/Haferkomplex zu erkliren. Man gelangt zwanglos 
zur Annahme einer besonderen Wirkung, die man am einfachsten auf 
einen peroxydatischen bzw. einen peroxydaseihnlichen Effekt zuriick- 
fiihrt. 

4. Versuche mit Benzidin. 


Es ist bekannt, daB sich Benzidin im Rahmen eines peroxydatischen 
bzw. peroxydaseiihnlichen Systems als Wasserstoffdonator  betiitigt 
und dabei zu einer griin gefiirbten Verbindung oxydiert wird. 

Setzt man 10 mg Benzidin einer Probe von 5 cem autoxydiertem 
Olivenél zu, das gleichzeitig 25mg Haferkomplex enthalt, dann tritt 
alsbald ein griiner Farbton auf, der relativ rasch in dunkelgrau tibergeht. 


Peroxydisches Ol und Benzidin, aber ohne Zusatz von Haferkomplex. 
behilt die Farbe des Oles bei: erst nach lingerer Zeit tritt eine sehr 


schwache Verfirbung nach blaugriin ein. 
Auch dieser Versuch spricht fiir die Annahme einer peroxydatischen 
Wirkung des Haferkomplexes. 


1 K. Téufel u. R. Miiller, diese Zeitschr. 310, 152, 1941. 
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(‘ber das Kathepsin. 
I. Mitteilung: 
Uber intracellulire Proteinasen tierischen und pflanzlichen Ursprungs. 
Von 
Anton Schiffner und Marcel Truelle. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie der 
Deutschen Technischen Hochschule Briinn.) 
(Eingegangen am 29. April 1943.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Unsere Kenntnis tiber das Proteinasesystem tierischer Zellen ist 
bisher recht unbefriedigend, obwohl gerade die genaue Kenntnis der 
Gewebsproteinasen uns in Hinblick auf den Eiweibstoffwechsel der 
gesunden und krankhaft verinderten Organe erwiinscht sein miibte. 
Man konnte bis vor kurzem annehmen, daB sich das proteolytische 
System der tierischen Gewebe aus einer Proteinase vom Papaintyp 
dem Kathepsin und aus Peptidasen, und zwar aus der sogenannten 
katheptischen Carboxypeptidase, einer Aminopeptidase und _ einer 
Dipeptidase zusammensetzt!. Von der Proteinase konnte gezeigt 
werden, daB sie durch reduzierende Substanzen, wie Sulfhydrylverbin- 
dungen, Blausiure usw., in ihren maximalen Aktivierungszustand 
versetzt wird. 

Entgegen diesen friiheren Befunden findet Anson? die Proteinase 
der tierischen Zellen nicht abhingig von der Anwesenheit reduzierender 
Stoffe. Der Einflu8, den diese Stoffe auf die Gesamtproteolyse aus- 
iiben, riihrt nach der Ansicht Ansons nicht von der Aktivierung einer 
Proteinase her, sondern von der einer spezifischen Peptidase. Diese 
Ansicht griindet sich auf Ergebnisse, die mittels einer Methode ge- 
wonnen wurde, die nicht die Gesamtproteolyse erfaBt, wie es bei der 
iiblichen Bestimmung des Carboxyl- oder Aminogruppenzuwachses der 
Fall ist, sondern die ersten Stadien der Proteolyse gesondert von einem 


etwaigen weiteren Abbau zu messen gestattet. Anson benutzt als 
Substrat Haimoglobin und verfolgt die Proteolyse durch kolorimetrische 
Bestimmung der tyrosin- und tryptophanhaltigen. nicht mit Trichlor- 
siiure fillbaren Abbauprodukte mittels des Phenolreagens nach Folin 
und Ciocalteu3; die Methode ist unabhingig davon, wieweit die urspriing- 


! BE. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J.J. Bek u. E. Blum, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 188, 17, 1930. — * M. L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 565, 1937: 
22, 79, 1939. 3 0. Folin u. V. Ciocalteu, J. of biol. Chem. 73, 627, 1927. 
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J. S. Fruton, G. W, Irving u. M. Bergmann, ebenda 138, 249, 1941. 
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lichen Proteinasespaltprodukte durch Peptidasen weiter aufgespalten 





werden. 

M. Bergmann! unterscheidet andererseits mit Hilfe synthetischer 
Substrate zwischen drei Typen von proteolytischer Wirksamkeit: der 
erste Typ (Kathepsin I) wirkt auf Substrate wie z. B. Carbobenzoxy- 
|-glutamyl-l-tyrosin, die auch durch Pepsin bei py 4 hydrolysiert werden. 
Die Spaltung erfolgt auch in Abwesenheit von SH-Verbindungen: 
Jodessigsiiure ist ohne EinfluB. Der zweite Typ (Kathepsin IL) wirkt 
auf Substrate, die auch durch Papain hydrolysiert werden, wie z. B. 
Benzoyl-l-argininamid, und hat die Anwesenheit von Cystein oder 
Glutathion zur Bedingung; Ascorbinsiure kann die SH-Verbindung 
nicht ersetzen; Jodessigsiure hemmt die Hydrolyse. Ein dritter Enzym- 
typ (Kathepsin III) endlich spaltet Substrate mit freier ¢-Aminogruppe, 
wie z. B. 1-Leucinamid oder |-Leucylglycin, wobei Aktivierung durch 
Cystein oder Ascorbinsiiure erfolgt. 

Eine Isolierung der einzelnen Enzymtypen ist durch Bergmann 
nicht angestrebt worden. Hingegen berichtet Anson, da man mit 
Hilfe fraktionierter Fillung mittels Ammonsulfat ein Enzympriiparat 
erhalten kann, das Himoglobin zu spalten vermag, wobei Zusatz von 
Cystein keine Aktivititssteigerung, Zusatz von Jodessigsiiure keine 
Aktivitaitsverminderung hervorruft, die Wirkung auf Gelatine hingegen, 
die in Rohausziigen abhingig ist von der Anwesenheit reduzierender 
Substanzen, vollkommen vermissen laBt. 

Es ist das Ziel dieser ersten Arbeit iiber Gewebsproteinasen, eine 
Trennung der von Anson und Bergmann postulierten Enzymtypen 
anzustreben und die Kenntnis der Eigenschaften der isolierten Enzyme 
anzubahnen. In dieser Arbeit unterscheiden wir vorliufig zwischen 
einem hiimoglobinspaltenden Enzym (H.E.) und einem gelatine- 
spaltenden Enzym (G. E.) und vermeiden damit eine Festlegung der 
Nomenklatur, die einer tiefergehenden Kenntnis der Eigenschaften der 
Enzyme vorbehalten sein soll. 


Das hiimoglobinspaltende Enzym der Leber. 


Darstellung. Die von uns nach Anson bereiteten Lésungen des 
H. E. aus Rinderleber enthielten noch immer meBbare Mengen des G. E. 
Wir suchten deshalb nach Wegen, auf denen es méglich ist, das H. E. 
mit Sicherheit von anderen proteolytischen Enzymen abzutrennen. 
Dabei gingen wir von einer nach Anson bereiteten Enzymlésung aus, 
die wir der Dialyse unterwarfen. Ein dabei entstehender unwirksamer 
Niederschlag wird auf der Zentrifuge entfernt. 


1 M. Bergmann u. H. Fraenkel-Conrat, J. of biol. Chem. 119, 35, 1937; 
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Die beiden proteolytischen Enzyme zeigen einen bemerkenswerten 
Unterschied in ihrer Bestindigkeit gegen Alkali. Das H. E. vertriigt 


ohne wesentliche EinbuBe lingeres Stehen bei px 9 und wird erst ober- 
halb px 11 vernichtet. Wenn man die Wirkung des G. E. viskosi- 
metrisch miBt, so findet man hingegen, daB dieses Enzym schon nach 
einstiindigem Stehen bei pu 6,5 bis auf einen Rest von 20°. vernichtet 
ist. Lingeres Stehen auch bei héherer Alkalitit (bis py 8,8) verindert 
dann den Wirkungsgrad des G. E. merkwiirdigerweise nicht mehr. 
Dieser Befund ist vielleicht dahin zu deuten, 














daB das G. E. nicht einheitlicher Natur ist; “ --- Him. | 
eine andere Annahme, da8 es sich naimlich -, A Re aS — bel. 
; ahs ; ayer a k — 
um eine vom px abhingige Dissoziation Sy 
. al S 
eines Susemmengeostaten Enzyms handelt, al 
scheint auf Grund des Inaktivierungsver- 2 
laufs weniger wahrscheinlich zu sein. 
ss : nF ee 5 6 7 8 e 
Wir benutzen die Alkaliinaktivierung Ph der Akalbehondung 
bei der Darstellung des H.E. zur teil- Abb. 1. Alkaliinaktivierung des 


hamoglobinspaltenden und ge- 


weisen Abtrennung des G. E., ferner aber ihiemialasaied Sinien. 


auch zur Abtrennung von Ballaststoffen: 
beim Neutralisieren der alkalischen Enzymlésung fillt namlich ein 
unwirksamer Niederschlag aus, den man auf der Zentrifuge entfernt. 

Um die letzten Reste des G. E. zu entfernen, wurde die alkali- 
behandelte und neutralisierte Lésung bei py 3,5 mit Natriumwolframat 
gefillt und der dabei entstehende Niederschlag mit Bariumhydroxyd- 
Bariumchloridlésung zersetzt. Die Lésung enthilt nach der Dialyse 
das H. E. frei vom G. E. und frei von Dipepti- 
dase, Aminopeptidase und Carboxypeptidase. 





~--berenig?_ —Anson 
: ——frischleber 
Eigenschaften des haimoglobinspaltenden En- , , 


zyms. Das so dargestellte H. E. scheint schon 
in groBer Reinheit vorzuliegen. 1 cem der En- 


Lnaymwirkung 


PESeS 








zymlésung nach Anson enthielt in einem Bei- 





spiel 9,1 H. E. E. mit einem Gesamtstickstoff | 
von 1,13 mg, nach der Reinigung enthielt 1 cem ‘ ; ; r 

5.1 H. E. E. mit 0,24 mg Gesamtstickstoff. Dh des Ansatzes 
Durch Ammonsulfat ist das Enzym fillbar. Abb. 2. py-Kurve des 
himoglobinspaltenden 


In einem, allerdings bisher nicht reproduzier- 
- JnZVms 
baren Falle war die Fallung kristallin. 

Das pu-Optimum des H. E. liegt bei pu 3.5. Die pu-Kurve des 
Anson-Enzyms verliuft im wesentlichen ahnlich wie die des gereinigten 
Enzyms. In ungereinigten Glycerinextrakten aus Frischleber ist zwar 
die Lage des Optimums ebenfalls in der Nahe von py 3.5, aber der 
Verlauf der Kurve ist doch bemerkenswert anders, die Kurve ist hierbei 


flacher. 
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Die Wirkung des Enzyms wird nicht beeinfluBt durch die An- 
wesenheit von Cystein, Blausiure, Ascorbinsiure und Jodessigsiure. 
Kupfer und Manganionen rufen eine geringe Aktivierung hervor, 
wiihrend Cystein-Cu und Cystein-Mn wieder ohne Wirkung sind. Die 
Wirkung des H.E. wird durch m/200 Phenylhydrazin quantitatiy 
gehemmt. 

Die Wirkung des Enzyms auf das Hiimoglobin laBt sich nicht nur 
nach der Methode von Anson kolorimetrisch verfolgen, sondern bei 


Anwendung von geniigend hoher Substrat- und Enzymkonzentration 
auch nach der Methode von van Slyke. Man wird also die pro Protein- 


molekiil gelésten Bindungen messen kénnen. 

AuBer Hiimoglobin werden vom H. E. alle bisher gepriiften Eiweib- 
kérper gespalten, mit Ausnahme von Histon und Clupein. Gepriift 
wurden bisher Serumalbumin, Serumglobulin, Eieralbumin und Casein. 

Die von Bergmann zur Charakterisierung seiner Kathepsintypen 
angewandten synthetischen Substrate erwiesen sich siimtlich durch 
das H. E. als unspaltbar. Wir kommen also zu dem Ergebnis, daB das 
H. E. mit keinem der drei Kathepsintypen von Bergmann identisch ist. 


Das gelatinespaltende Enzym der Leber, 


Darstellung. Die Abtrennung des H.E. vom G. E. gliickte auf 
Grund der Beobachtung, daB das H. E. beim Stehen der Zellsuspension 


270 


v bei pu 3,1 bis 3,5 und 37° wihrend 





mehrerer Stunden vernichtet wird. 











Die Wirkung des G. E. kann nach 
verschiedenen Methoden verfolgt werden, 
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durch Messung des Aminostickstoffzu- 
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wachses nach van Slyke, sowie durch 


emg NH - Sticks toff 
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nephelometrische und viskosimetrische 
Messungen. Auf Grund der mit ver- 
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nephelometristh 
yh 


schiedenen Methoden gemessenen Enzym- 
wirkung unter bestimmten Bedingungen 
werden vorliufige Enzymeinheiten auf- 
Dh des Anse gestellt (s. Versuchsteil). 
SS worn Eigenschaften des gelatinespaltenden 
— : pe he Enzyms. Das gereinigte G. E. liegt 
~-~~Anson neph, meistens in nicht vollkommen aktiviertem 
ae — Zustande vor; Zusatz von Cystein ruft 


Abb. 3. Pa-Abhangigkeit des 
gelatinespaltenden Enzyms. 














eine erhéhte Wirkung hervor. m_ 1000 Jod- 
essigsiiure hemmt die Wirkung des En- 
zyms fast vollkommen. Ahnlich liegen die Verhiiltnisse bei Enzym- 
lésungen, die nach Anson dargestellt werden, sowie bei Glycerin- 
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extrakten aus Frischleber; nur der Aktivierungsgrad wird je nach 
Alter und Darstellungsart verschieden gefunden. 

Das py-Optimum des G. E. liegt bei pu 4,3, gleichgiiltig, ob die 
Messungen nach der Methode von van Slyke oder nephelometrisch 
ausgefiihrt werden, Abb. 3. Enzymlésungen nach Anson sowie Glycerin- 
extrakt aus Frischleber zeigen einen im wesentlichen ahnlichen Verlauf 
der pu-Kurve. 

Von den bisher gepriiften Substraten erwiesen sich Serumalbumin, 
Serumglobulin und Eieralbumin unter den angewandten Bedingungen 
durch das G. E. als unspaltbar; auBer Gelatine werden durch dieses 
Enzym Casein, Histon und Clupein hydrolysiert. 

Bei der Diskussion der Versuche zur Alkaliinaktivierung des G. E. 
wiesen wir schon auf die Méglichkeit hin, daB das G. E. nicht einheitlicher 
Natur sei. Das Ergebnis der Spaltungsversuche synthetischer Substrate 
erhirtet unsere dahingehende Meinung. Die Aktivierbarkeit des G. E. 
durch Cystein und seine Inaktivierung durch Jodessigsiure lieBen uns 
auf Grund der Befunde von Bergmann iiber die Spaltbarkeit syntheti- 
scher Substrate durch Organausziige erwarten, daB durch das G. E. 
gerade solche Substrate hydrolysiert wiirden, die spezifisch sind fiir 
das Papain bzw. fiir SH-aktivierbare Enzyme. Als Testsubstanz ver- 
wendeten wir Benzoyl-l-argininamid, das nach Bergmann durch Milz- 
extrakte nach deren Aktivierung mit Cystein sich als gut spaltbar 
erwies. Uberraschenderweise wird indes dieses Substrat weder mit 
noch ohne Zusatz von Cystein durch unser G. E. angegriffen. Wir 
folgern daraus, daB in tierischen Organen mindestens zwei durch SH- 
Verbindungen aktivierbare proteolytische Enzyme vorhanden sein 
miissen. Ob dieses zweite SH-aktivierbare Enzym identisch ist mit der 
sogenannten katheptischen Carboxypeptidase, miissen weitere Versuche 
erweisen. 

Umgekehrt finden wir, daB Carbobenzoxy-glutamyl-tyrosin durch 
Lésungen des gereinigten, aber noch nicht aktivierten G. E. hydrolysiert 
wird. Zusatz von Cystein iibt auf diese Spaltung nur eine geringe 
aktivierende Wirkung aus: Jodessigsiure hemmt im Gegensatz zur 


Gelatinespaltung die Hydrolyse des synthetischen Substrats nicht. Das 


. 


von uns dargestellte G. E. diirfte demgemaB enzymatisch nicht ein- 
heitlicher Natur sein. Es wird versucht werden miissen, die Wirkung 
auf Carbobenzoxy-glutamyl-tyrosin von dem eigentlichen G. E. ab- 
zutrennen. 

Unsere Versuche lassen es wahrscheinlich erscheinen, daB die von 
Bergmann zur Charakterisierung seiner Kathepsintypen angewandten 
Substrate durch das G. E. nicht angegriffen werden. Der Meinung 
Ansons, daB das G. E. keine echte Proteinase, sondern eine Peptidase 
sei, méchten wir uns zunichst nicht anschlieBen, da durch dieses Enzym 
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neben Gelatine und Clupein zweifellos Casein und Histon hydrolysiert 
4 werden, eine gesicherte Wirkung auf Peptide aber andererseits bisher 
nicht nachgewiesen werden konnte. Das H.E. und das G. E. sind 
zwei nebeneinander existierende Gewebsproteinasen, deren Vorkommen, 
Darstellung und Trennung wir zunichst am Beispiel der Rinderleber 
beschrieben haben. 


Versuchsteil, 


Darstellung der Enzymlésungen. 


y 


Verwendet wurden Enzymlésungen, dargestellt nach Anson! aus 
Rinderleber, sowie Glycerinextrakte aus Frischleber, dargestellt nach 
Waldschmidt-Leitz und Deutsch2. 


Darstellung des himoglobinspaltenden Enzyms. 


Die nach Anson bereitete Enzymlésung wird von einer Triibung durch 
t Filtrieren oder Zentrifugieren befreit und die klare Lésung 24 Stunden gegen 
| Leitungswasser dialysiert. Der dabei entstandene Niederschlag wird abgetrennt 
und die Lésung durch Zugabe von 0,5 n NaOH auf px 8 gebracht. Nach 1 Stunde 
wird die zur Neutralisation notwendige Menge 0,5 n HC] zugegeben und wiederum 
von dem auftretenden Niederschlag abgetrennt. 


Zu 20 ccm der so vorbehandelten Enzymlésung werden 5 cem n Essigsaure- 
Acetatpuffer, py 3,5, gegeben und mit etwa 2 ccm 0,5°iger Natriumwolframat- 
lésung gefallt; ein Uberschu8 des Fallungsmittels ist notwendig. Nach dem 
Abzentrifugieren des Niederschlags wird dieser mit Wasser angeteigt und mit 
einer gesittigten Bariumhydroxydlésung phenolphthalein-alkalisch gemacht; 
das Volumen wird mit Wasser auf etwa 20 ccm aufgefiillt und 2 ccm einer 
2°% igen Bariumchloridlésung zugefiigt. Hierauf wird sofort abzentrifugiert, 
die klare Lésung gegen destilliertes Wasser unter Riihren 24 Stunden dialysiert. 
Von einem geringen Niederschlag wird abzentrifugiert und die Lésung auf ihre 
Wirksamkeit gepriift. 


Darstellung des gelatinespaltenden Enzyms. 


Gefrorene Rinderleber wird nach dem Auftauen mit der Fleischmaschine 
zerkleinert und mit dem doppelten Volumen Wasser unter Zusatz von Toluol 
Bs 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die groben Gewebsteile 


Dna amedie ann) atrertar tee 


: werden dann durch ein Drahtsieb abgetrennt, die milchige Suspension durch 
¢ Zugabe von n HCl auf px etwa 3,3 gebracht und 4 Stunden bei 37° belassen. 
a: Zu 1 Liter der Suspension werden hierauf 55g Ammonsulfat zugegeben und 
: noch warm filtriert. Das klare, gelbe Filtrat wird mit n NaOH auf py 5,5 
ah gebracht und durch Zugabe von Ammonsulfat bis zur vollstandigen Fallung 
q : ‘d (360 bis 460 g pro Liter) niedergeschlagen. Der Niederschlag wird durch Filtra- 


tion abgetrennt, auf eine Glasplatte abgeklatscht und in 2°,iger Kochsalzlésung 
gelést; die Lésung wird gegen eine 2°,ige Kochsalzlésung tiber Nacht im Rihr- 
dialysator dialysiert und hierauf auf ihre enzymatische Wirksamkeit gepriift. 


' M.L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 565, 1937. — * EB. Waldschmidt-Leitz 
u. W. Deutsch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 285, 1927. 
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Messung der Enzymwirkungen. 
Die Messung des hdmoglobinspaltenden Enzyms wird im wesent- 
lichen nach Anson! ausgefiihrt. 


Prinzip der Methode: Denaturiertes Hamoglobin wird durch die Proteinase 
hydrolysiert, die Hydrolysenprodukte, die mit Trichloressigsaure nicht fallbar 
sind, werden mit dem Phenolreagens nach Folin und Ciocalteu* kolorimetrisch 
bestimmt. Zur Messung des Farbwertes benutzen wir das _ lichtelektrische 
Kolorimeter nach Lange. 


Beispiel einer Enzymbestimmung: Ansatz enthalt im Volumen von 6 com 
5ecem Substrat (nach Anson bereitet) und eine entsprechende Menge z. B. 
0,5cem Enzym. py des Ansatzes 3,5. Nach 
10 Minuten Stehen bei 37° werden 10 cem 0,3 n 
Trichloressigsaure zugefiigt und filtriert. 5 cem 
des Verdauungsfiltrats werden mit 10 ccm 
0,5n NaOH und 3ccm Phenolreagens ver- 
setzt; nach 2 bis 10 Minuten wird die Farbe im 
Lange-Kolorimeter in 10-cem-Kiivetten ge- 
messen. Der abgelesene Farbwert (Teilstriche 
der Kolorimeterskala) wird an einer Tyrosin- 
eichkurve in Millidquivalent Tyrosin « 104 um- 
gerechnet. In analoger Weise wird der Farbwert 


Sy 
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8 





Teilstriche om Lange-Kolorimeter 
§ 








des Ansatzes zur Zeit 0 ermittelt. Die Differenz a Mike ao . 
zwischen 0-Wert und 10-Minuten-Wert ent- Mdquivalent lyrosin x0 
spricht der Spaltung. Abb. 4. Tyrosineichkurve. 


Die Eichkurve wird erhalten, indem man verschiedene Mengen Tyrosin- 
standardlésung, die in 5 ccm 0,0008 Milliaquivalente Tyrosin enthalt, am Kolori- 
meter austestet (s. Abb. 4). 





Als MaB fiir die Enzymwirkung 
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wird die von Anson aufgestellte Ka- 
thepsineinheit itibernommen. 1 Ein- 
heit des himoglobinspaltenden En- 
zyms (H. E. E.) ist demgemaB die- 


N 


jenige Enzymmenge, die unter den 


Miliiiquivalent Iyrasin 
_~ 


angegebenen Bedingungen Hiimoglo- 








bi it einer Anfangsgeschwindigkeit a + — 
in mit eine i ag 8 om gkel 2 45 ; s aT 
spaltet, daB& pro Minute eine solche Kothensineinheiten 

Menge mit Trichloressigsiure nicht Abb. 5. 


fiillbarer Spaltprodukte entsteht, die 

mit dem Phenolreagens die nimliche Farbe gibt wie ein Milliiqui- 
valent Tyrosin x104. Die von Anson festgestellte Abhingigkeit det 
Enzymwirkung von der Enzymmenge gilt nach unseren Beobachtungen 
sowohl fiir das gereinigte Enzym wie auch fiir ungereinigte Extrakte 
aus Frischleber (Abb. 5). 


1 M.L. Anson, J. gen. Physiol. 22, 79, 1939. 2 0. Folin u. V. Ciocalten. 
J. of biol. Chem. 73, 627, 1927. 











A. Schaffner u. M. Truelle: 


In bestimmten Fiillen verwendeten wir zum Nachweis der Wirkung 
des H, E. die Methode nach van Slyke sowie die Reststickstoffbestimmung 
im Trichloressigsiurefiltrat. 


Messung des gelatinespaltenden Enzyms. 

Die Wirkung des G. E. wird nach verschiedenen Methoden verfolgt : 
gasometrisch nach van Slyke, nephelometrisch, viskosimetrisch und durch 
Bestimmung des Reststickstoffs im Trichloressigsiurefiltrat. 

Nephelometrische, Messung. Prinzip: Die nicht abgebaute Gelatine 
gibt mit Sulfosalicylsiure eine Triibung, aus deren Intensitit auf den 
Grad der Hydrolyse geschlossen werden 
kann. Diese Art der Messung wird 





eo 


durch eventuell anwesende Peptidasen 
nicht beeinfluBt. 


& 


Zur Aktivierung wird die Enzymlésung 
mit 5ccm 0,5n Essigsiure-Acetatpuffer, 
pu 4,4, und m/1000 Cystein (bezogen auf 
3 3 den Ansatz von 25 ccm) im Thermostaten 

GEEY —e bei 37° 30 Minuten stehengelassen. Dann 
6. Viskositatsabnahme werden 5cem 8°%ige Gelatinelésung (37°) 
und Enzymmenge. zugefiigt und mit Wasser das Volumen auf 

25 cem erginzt. Sofort und nach Ablauf 
der Reaktionszeit werden 2 ccm des Ansatzes in 14 ccm Wasser gegeben und 
durch Zugabe von 4cem 20° iger Sulfosalicylsiure die Triibung hervorgerufen. 
Nach 90 Sekunden wird im Lange-Kolorimeter in 10-ccm-Kiivetten die Trii- 
bung gemessen. Einwirkungsdauer betrigt 1 bis 24 Stunden. Da eine ge- 
ringe Triibungsabnahme auch ohne Zufiigung des Enzyms eintritt, muB fiir jede 
Bestimmung ein Blindwert ohne Zusatz von Enzym ausgefiihrt werden. Die 
dabei gemessene Triibungsabnahme wird vom gefundenen Enzymwert ab- 
gezogen. 


+ 


Viscositatabnahme,, 
& 











gS 


Die Enzymwirkung ist in dem zur Messung kommenden Bereich 


das entspricht einer Abnahme bis zu 40 Teilstrichen (von 56 auf 16) 


proportional der Enzymmenge. 

Als Einheit des G. E. (G. E. E.n.) wird diejenige Enzymmenge 
angenommen, die unter den angegebenen Bedingungen eine Abnahme 
der Triibung um 1 Teilstrich im Lange-Kolorimeter in 2 Stunden 
ergibt. 

Viskosimetrische Messung. Die Hydrolyse der Gelatine 1iBt sich 
an der Abnahme der Viskositait der Lésung verfolgen. 

Ansatz und Aktivierung wie bei der nephelometrischen Bestimmung. Die 
Viskositat wird in einem Auslaufviskosimeter (Volumen 5 ccm, Wasserwert 36,8” 
bei 37°) gemessen. Anfangswert des Ansatzes 50’. Dauer der Einwirkung 
2 Stunden bei 37°. Da Gelatinelésungen auch ohne Anwesenheit von Enzym 
beim Stehen eine gewisse Viskositaétsabnahme erleiden, muB diese Abnahme 
gemessen und der gefundene Wert vom Hauptversuch in Abzug gebracht werden. 
Aus Abb. 6 ist die Abhangigkeit der Viskositétsabnahme von der Enzymmenge 
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zu ersehen, Als Enzymeinheit (G. E. E. v.) wird diejenige Enzymmenge an- 
genommen, die unter den angegebenen Bedingungen eine Verminderung der 
Auslaufgeschwindigkeit von 1’ innerhalb von 2 Stunden bewirkt. 

Messung nach van Slyke. Ansatz und Aktivierung wie bei der nephelo- 
metrischen Bestimmung. Zur Bestimmung gelangen 5 cem des Ansatzes. Die 
Spaltung wird ausgedriickt in mg N H,-Stickstoff in den zur Messung gelangenden 
5cem des Ansatzes. Einwirkungsdauer 24 Stunden bei 37°. Die Umsatze, die 
sich im Anfangsbereich der Hydrolyse halten, sind unter den gewahlten Be- 
dingungen den Enzymmengen proportional’. 


Untersuchung des hiimoglobinspaltenden Enzyms, 
Abhangigkeit der Enzymwirkung von der Wasserstof{fionenkonzentration. 


Die optimale Wirkung des H. E. wird fiir alle zur Untersuchung 
gelangenden Enzympriparate in der Nihe von pu 3.5 gefunden. 

Kine etwa 5°,ige Hamoglobinlésung wird durch Zugabe wechselnder 
Mengen n-Essigsiure bzw. n-Salzsaure auf das gewiinschte py gebracht und 
hierauf mit Wasser so verdiinnt, daB eine 2,5°,, ige Lésung entsteht. Die py-Werte 
der Ansitze werden in einem eigenen Versuch ionometrisch bestimmt. In der 
Tabelle sind die eingetretenen Spaltungen fiir 6 cem des Gesamtansatzes nach 
Abzug des O-Wertes in Milliiquivalent Tyrosin « 104 pro Minute ausgedriickt. 

Gereinigtes Enzym: 
pu des Ansatzes 2; ; 3.6 3,9 , 4,5 
Milliaquivalent Tyrosin : ,12 2,40 

Anson-Enzym: 
pu des Ansatzes 


Milhaquivalent Tyrosin 


Glycerinextrakt: 


pu des Ansatzes Ge 2 - $6 43 4,6 
] 


20 O40 


Milliaquivalent Tyrosin 16 : 28 1,36 


Spaltbarkeit natiirlicher Substrate durch das hiimoglobinspaltende Enzym. 


Die Spaltbarkeit der natiirlichen Substrate wird im allgemeinen 
mittels Bestimmung des Reststickstoffs im Trichloressigsiurefiltrat 


gemessen. 


Die Lésungen der Substrate werden nach Einstellung des jeweiligen py 
mittels Essigsiure-Acetatpuffer und Vorwirmen mit der Enzymlésung versetzt 
und auf ein Volumen von 6 cem gebracht. Nach Ablauf der Reaktionszeit wird 
mit 10 ccm 0,3 n Trichloressigsiure das nicht abgebaute EiweiB ausgefallt und 
in 5 ccm des Filtrats der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Die Angaben 
der Tabelle (Substrat, Enzymmenge und Spaltung in mg N) beziehen sich auf 
5eem des Trichloressigsaurefiltrats, nach Abzug des Blindversuchs. 


' E. Waldschmitz-Leitz u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 
1927; 188, 17, 1930. 
Biochemische Zeitschrift Band 315. 
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400 A. Schaffner u. M. Truelle: 


Die Spaltbarkeit von Clupein und Histon, die mit der Reststickstoffmethode 
nicht gemessen werden konnte, wurde nach van Slyke gepriift. Angaben beziehen 
sich auf 10cem des zur Analyse im van Slyke-Apparat verwendeten Ansatzes. 

Als Enzymmaterial wurde gereinigte Enzymlésung benutzt, die sich als 


‘ 


frei von G. E., Dipeptidase, Aminopeptidase und Carboxypeptidase erwies. 





Gemessene 
Spaltung 


Enzym- 


Methode — Reaktions- PH es 
einheiten j oY 


der Be- zeit n- 
stimmung satzes 


Substrat 


Serumalbumin. 2, 21 Rest-N 80 Min. é 0,060 mg N 
Serumglobulin. 22.5 Zt Bs OF at 0,084 
Eieralbumin. .. 23, 2.6 . le 3 0.038 
Casein 3! 0.8 ys oe 3. 0.126 
Clupein 17,0 van Slyke 24 Std. 0,0 

Histon 17,0 si a 2) oe f 0,0 


Spaltbarkeit synthetischer Substrate, 


Die Substrate werden gelést und mit Siure oder Lauge auf das gewiinschte 
pu eingestellt; zum Ansatz von 25 cem werden 5 ccm n Essigsiure-Acetatpuffe: 
zugefiigt. Zusitze an Cystein und Ascorbinsaure sind m/1000. Temperatur 37°. 
Zuwachs freier Aminogruppen wird nach van Slyke, Zuwachs freier Carboxy|- 
gruppen durch Mikrotitration nach Grassmann und Heyde' gemessen. Die An- 
gaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 5ccm fiir die van Slyke-Be- 
stimmung und 0,3 cem fiir die Mikrotitration. 





. Zei Ge- 
, Enzym- jn . Bestimmungs- — messens 

Substrat Zusatz ein- — Stun- methode Spal- 
heiten tung 


Carbobenzoxy-l- 
glutamy! 1- 
tyrosin 


van Slyke 0,00 
0,00 


. 


0,6 | 2 3,5 Mikrotitration 0,10 
Cystein 0.6 20 | 3,f aa 0,00 
i 0,6 | 20 | 4, ue 0.00 
0,6 20 f : 0,00 
5 0.6 | 20 | 5, vs v.00 
Ascorbinsaure) 0,6 20 3 0,00 
{ Cystein 10,0 24 | 3,6 0,60 
ae 10,0 24 4,6 i 0,00 
| ‘ be 10,0 24 | 3,6 c 0.00 


ninamid 


. 


Bénzoy]-l-argi- | 


ae te te te 1 


al s1s1 e161 <1) 


d, |-Leucylglycin 


d, 1-Leucyldi- 


10,0 24 | 4,6 j 0.00 
glycin 5 


10,0 24 | 5,5 0,00 
10,0 | 24 | 7,0 0,03 


EinfluB versehiedener Substanzen auf die Wirkung des hamoglobin- 
spaltenden Enzyms. 

In Ansatze, enthaltend je 5 ccm Hamoglobinlésung (py 3,5) und 0,15 ccm 

Enzymlésung, entsprechend 0,85 H. E. E., werden die in der Tabelle angefiihrten 

Zusitze gegeben. Volumen des Ansatzes 6 cem; Temperatur 37°. Nach 40 Mi- 


1 W.Grassmann u. W. Heyde, Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 32, 1929. 
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nuten wird mit 10 ccm 0,3 n Trichloressigsdure gefallt und in 5 cem des Filtrats 
der Gesamtstickstoff nach Ajeldahl bestimmt. Von den erhaltenen Werten 
wird der vor Einwirkung des Enzyms gemessene Reststickstoff abgezogen. 
Zusitze: 

m/200 FeSQO,........... 0,111 mg N 
m/1000 Cystein m/200 Ca8O,........... GI . 
m/200 Cystein 22 m/200 MnCl, 0,130 
m/200 Ascorbinsaure m/200 Cystein + FeSO, . 0,116 ,, 
m/1000 HCN y m/200 Cystein -++- CuSO, . 0,121 ,, 
m/200 HCN >, ae m/200 Cystein -+ MnCl, .. 0,119 ,, 
m/1000 Jodessigsiure .... 0,118 N  m 1000 Phenvihydrazin.. 0,088 ,, 
m/200 Jodessigsiure 3 m/200 Phenylhydrazin ... 0,00, 


Nachweis der Himoglobinspaltung mit der Methode von van Slyke. 


20cem Hamoglobinlésung (25°, Trockensubstanz enthaltend) werden 
unter Zusatz von so viel n HCl auf ein Volumen von 100 cem erganzt, daB das py 
der Lésung 3,6 entspricht. 85 ccm dieser Losung werden mit 9 ccm Enzym- 
lésung, entsprechend 60,3 H. E. E., versetzt. Das Volumen des Ansatzes betragt 
94ccm. Zur Bestimmung im van Slyke-Apparat werden 20 ccm (entsprechend 
0,91 g Trockensubstanz und 12,8 H. E. KE.) dem Ansatz entnommen. In dieser 
Probe betrug dann der Aminostickstoffzuwachs nach 120 Minuten 1,57 mg und 
nach 240 Minuten 1,90 mg NH,-N. 


Untersuchung des gelatinespaltenden Enzyms, 
Abhdngigkeit der Enzymwirkung von Zusdtzen. 

Die maximale Wirkung des G. E. wird durch Zugabe von m_ 1000 
Cystein erreicht. Der Aktivierungszustand des Enzyms wird je nach 
Darstellung und Alter der Enzymlésung verschieden gefunden. m/ 1000 
Jodessigsiiure hemmt die Wirkung des Enzyms. Die Enzymwirkung 
wird nephelometrisch verfolgt: man findet aber bei Anwendung der 
van Slyke-Methode oder der Viskosimetrie analoge Werte. 

Im Ansatz von 25 ecem sind 5 cem 8° ige Gelatine. 5 cem 0,5 n Essigsaure- 
Acetatpuffer und 2cem gereinigtes bzw. 0,5cem Anson-Enzym_ enthalten. 
pu des Ansatzes 4,5, Temperatur 37°, Einwirkungsdauer 2 Stunden. Die 
Angaben bedeuten Abnahme der Triibung, ausgedriickt in Teilstrichen des 
Lange-Kolorimeters. 





; 2 
in/1000 m/200 Cystein m/200 


Zusatz: ‘ 7 - 
Cystein Jodessigsiiure 


Gereinigtes Enzym ... 10 19 19 
Anson-Enzym........ 10 32 


Abhdangigkeit der Enzymwirkung von der Wasserstoffionenkonzentration. 


Das px-Optimum der Enzymwirkung wird bei etwa 4,3 gefunden. 
gleichgiiltig, ob man die Enzymwirkung nephelometrisch oder im 
van Slyke-Apparat verfolgt. 

Der Ansatz zur Messung im van Slyke-Apparat enthalt im Volumen von 
25 cem 5ecm 8%ige Gelatine und 5ccm Enzymlésung, aktiviert mit m, 1000 


27* 
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Cystein, bezogen auf den ganzen Ansatz. Das py wurde mit n/10 HC! bzw. 0,5 n 
Kssigsiureacetat bzw. 0,3n Phosphatpuffer eingestellt. Temperatur 37°. Ein- 
wirkungsdauer 23 Stunden. Die Angaben bedeuten Zuwachs an Aminostick- 
stoff in mg fiir 5cem des zur Bestimmung genommenen Ansatzes. 


pu des Ansatzes LO Be: 2 eas BS SS 
Glycerinextrakt ~ 0,05 0,66 1,02 0,64 0,17 0,14 90,08 
Anson-Enzym 0.06 0,60 0,72 0.12 0,00 0,00 


Der Ansatz zur nephelometrischen Messung enthalt im Volumen von 
25cem 5cem 8°%ige Gelatine, 1cem Enzymlésung nach Anson bzw. 2 ccm 
gereinigtes Enzym, aktiviert mit m/1000 Cystein, bezogen auf den ganzen Ansatz, 
Temperatur 37°. Einwirkungsdauer 2 Stunden. Die Angaben bedeuten die Ab- 
nahme der Triibung in Teilstrichen des Lange-Kolorimeters. 
pu des Ansatzes .. 3,3 3,5 3,6 3,8 4,1 4,3 4,5 4,7 4,8 5,0 5,4 
Anson-Enzym .... 4,5 5,1 9,1 9,0 17,é 22,0 12,0 - 7,0 4,0 
Gereinigtes Enzym 27,0 29,2 28,8 24,2 21,6 14,7 


Priifung der Alkalibestandigkeit de 4 -Yblatinespalté nden und hian.oglobin- 


spaltenden Enzyms. 


Je 16 ccm Enzymlésung nach Anson werden mit wechseInden Mengen n/10 
NaOH versetzt, das Volumen auf 20 ccm erganzt, 3 ccm zur Bestimmung des py 
verwendet, die restlichen 17 ccm bei Zimmertemperatur 1 bzw. 6 bzw. 24 Stunden 
stehengelassen, Zu den angegebenen Zeiten werden jeweils 5 ccm entnommen, 
mit der berechneten Menge n/10 HCl neutralisiert und das Volumen mit 
Wasser auf 6 ccm erganzt. 

Der Ansatz zur Messung der Gelatinespaltung enthalt im Volumen von 
15cem 3 cem 8° ige Gelatine, 4,5 cem Enzymlésung aktiviert mit Cystein und 
3 ccm 0,5 n Essigsaure-Acetatpuffer. Temperatur 37°. py 4,3. Einwirkungszeit 
120 Minuten. Die Gelatinespaltung wird viskosimetrisch verfolgt. 

Der Ansatz zur Messung der Hamoglobinspaltung enthalt im Volumen von 
6 com 5ccm Substrat, 0,6cem Enzym und 0,4 cem Wasser. Temperatut 37°; 
pu 3,5; Einwirkungszeit 10 Minuten. 

Die Angaben bedeuten Abnahme der AusfluBgeschwindigkeit in Sekunden 
bzw. H. E. E. 





Dauer der Alkalibehandlung 
D i ss salllaeensinialinnetoriislpacides a 
der Alkali- 1 Stunde 
einwirkung = 


6 Stunden 24 Stunden 








Gelatine Hiimoglobin Gelatine |Hiimoglobin Gelatine Ha moglobin 


5,6 8 0,47 6,4 0,52 - 0,54 

6,5 + 0,40 22 0,40 2, 0,47 

8,1 é 0,37 2,2 0,40 23 0,47 

8,8 , 0,34 1,9 0,25 8 - 
unbehandelt 0,54 


Spaltbarkeit natiirlicher Substrate durch das gelatinespaltende Enzym. 

Die Spaltbarkeit der Substrate wird verfolgt mittels der Be- 
stimmung des Reststickstoffs im Trichloressigsiurefiltrat, bei den 
Substraten Clupein und Histon durch Messung im van Slyke-Apparat. 


Zu der Enzymlésung, die je nach Angabe der Tabelle mit m/1000 Cystein 
bzw. Ascorbinsaure, bezogen auf das Ansatzvolumen von 25 ccm, aktiviert 
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worden ist, wird nach halbstiindigem Stehen bei 37° die Substratlésung zugefiigt 
und das Volumen mit Wasser auf 25 ccm ergainzt. Zur Bestimmung des Rest- 
stickstoffs werden 6 ccm entnommen und mit 10 cem 0,3 n Trichloressigsiure 
gefallt. Die Angaben beziehen sich auf 5ccm des Trichloressigsaurefiltrats. 
Zur Bestimmung im van Slyke-Apparat werden 10 ccm entnommen. Die An- 
gahen entsprechen 10 ccm des Ansatzes. 

Verwendet wurde gereinigte Enzymlésung, frei von himoglobinspaltendem 
Enzym, Dipeptidase, Aminopeptidase und Carboxypeptidase. 





Enzym- Ein- Pu 
Substrat Zusatz menge wirkungs- des An- Spaltbarkeit 
G.E.E.n dauer satzes 





) 0,00 mg Rest- 

» OO 

» 0.00 

> (0,102 . a 

5 |0,055 ,. NH,-N 
0 0,448 : 

» O,500 


0,332 


Serumalbumin = 5 Cystein 6,4 90 Min. 
Serumglobulin = 27,! : 6.2 ' 80 ,, 
Eieralbumin gs 6.4 80 
Casein a , 63:90 .. d 
a 21 ISStd.  : 


21 18 

2] 

a 21 

ohne Zusatz 21 
Ascorbinsaéure 21] : 
Cystein : : a : 


wv 

ei 0,496 
0 745 
) O.166 
0,270 


) 0.138 


) 
5 WO) 
) 
Histon 116 ,0 - 
5 * * 


Clupein 230 


ohne Zusatz 2 2: ‘ 
Ascorbinsaure 2: 


4 
4 
4 
} 
| 
! 
5 
i 
| 
t 
D 
! 
} 


Spaltbarkeit synthetischer Substrate durch das gelatinespaltende Enzym. 

Gepriift wurde die Spaltbarkeit von Carbobenzoxy-|-glutamyl-l-tyrosin, 
d, 1-Leucylglycin und d, |-Leucyldiglycin nach der Methode von van Slyke, die 
Spaltbarkeit von Benzoyl-l-argininamid mittels alkoholischer Mikrotitration 
nach Grassmann und Heyde. Die Angaben beziehen sich bei Verwendung der 
van Slyke-Methode auf 10 ccm des zur Bestimmung verwendeten Ansatzes, bei 
Verwendung der Titrationsmethode auf 0,3 cem des Ansatzes. Der Zusatz an 
Cystein ist m 1000. Temperatur 37°. 





- Ein- 
, Enzy™- wirkungs- , PH 
Substrat Zusatz menge  qauer in des An- Spaltbarkeit 
G.E.E.N gtynden + Satzes 


6 3,6 | 0,21mgNH,-N 

Carbobenzoxy- 2 6 4,5 1,49 
glutamyl-tyrosin 2 5,6 | 1,20 
5 ; 


5 | 1,81 ,, 


) 0.0] 
{ 0.02 
) 0.00 


6 O05 


4,( 

7, 
d, I-Leucylglycin 14 
ff 
) 2: ar O00 

| ) O00 
| i 22 0. | 0,02 
) 0.05 


d, 1-Leucyldiglycin 


0.05 
O00 
O06 


Benzoy!-l-arginin- 
amid 
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Aus den in der Tabelle angefiihrten Werten geht hervor, daB das 
gereinigte G. EK. neben den natiirlichen Substraten nur Carbobenzoxy- 
glutamyl-tyrosin zu spalten vermag, wobei Cystein einen schwach 
aktivierenden EinfluB ausiibt. 

In der folgenden Tabelle sind noch einige Versuche zusammen- 
gestellt, die die Wirkung verschiedener Zusiitze auf die Hydrolyse von 
Gelatine und Carbobenzoxy-glutamyl-tyrosin zeigen. Es ergibt sich 
daraus, dal} Cystein auf die Gelatinehydrolyse eine weit gréBere akti- 
vierende Wirkung ausiibt als auf die Carbobenzoxy-glutamyl-tyrosin- 
Hydrolyse und da Jodessigsiure die Gelatinehydrolyse vollkommen 
zu hemmen vermag, wihrend die Spaltung des synthetischen Substrats 
unbeeinfluBt bleibt. Phenylhydrazin iibt auf die Spaltung beider 
Substrate meist eine schwach aktivierende Wirkungaus. Dieses beacht- 
lich verschiedene- Verhalten der beiden Enzymwirkungen gegeniiber 
Cystein und Jodessigsiiure macht es wahrscheinlich, daB das gereinigte 
G. E. nicht einheitlicher Natur ist, daB vielmehr die Spaltung des 
synthetischen Substrats auf ein besonderes Enzym zuriickzufiihren ist, 
wenn man nicht daran denken will, daB fiir dieses Verhalten die Wirkung 
der Zusiitze auf das Substrat maBgebend ist. 

Die Angaben bedeuten mg N H.-N im Ansatz von LO cem. 
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Uber Atmung und Katalasewirkung 
beim viruskranken Zuckerrohr. 
Von 
K. Yamafuji, K. So und K. Nagano. 

(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Universitat 

in Fukuoka, Japan.) 


(Eingegangen am 20. April 1943.) 


In einer friiheren Abhandlung wurde berichtet, daB bei neutraler 
Reaktion das Seidenraupenpolyedervirus auf die Katalaseaktivitit der 
Hefezelle hemmend wirkt, aber daB dabei die Atmung der Hefe durch 
das Virus nicht beeinfluBt wird (1). Gleichzeitig wurde festgestellt, dab 
das verwendete Polyedervirus, welches in intaktem Zustand keine 
Katalasewirkung besitzt, nach der Alkalispaltung eine starke hydro- 
peroxydzersetzende Fihigkeit aufweist. Auf Grund dieser Befunde 
und anderer Tatsachen nahmen wir an, dab die Bildung sowie Spaltung 
des Wasserstoffperoxvds und der EiweiBstoffwechsel im Organismus 
bei der Vermehrung des Virus eine wichtige Rolle spielen. Zur weiteren 
Bestiitigung dieser Annahme haben wir in der vorliegenden Arbeit die 
Atmungsfihigkeit sowie Katalaseaktivitit des von Mosaikkrankheit 
befallenen Zuckerrohrblattes und die katalatische Wirksamkeit des aus 
dem Saft oder dem Blatt des kranken Rohres erhaltenen hochmole- 
kularen Proteins untersucht. Dabei wurde zuniichst gefunden, daB im 
allgemeinen die Katalasewirkung des viruskranken Rohrblattes oder 
des kranken Teiles eines Blattes bedeutend schwiicher ist als diejenige 
des gesunden Blattes oder des gesunden Teiles. In diesem Falle war 
aber die Atmungsintensitit der kranken und gesunden Blitter beinahe 
gleich. Ferner wurde nachgewiesen, dab das katalatische Vermégen 
des Mosaikblattes mit der Verschlimmerung der Krankheit geringer 
wird. Die Katalaseaktivitait des Zuckerrohrsaftes vermindert sich mit 
der Zeit: ihre Veriinderungen durch Spaltung von EiweiBmolekiilen im 
Saft kann daher nicht genau ermittelt werden. Die katalatische Wirkung 
des aus dem Saft oder dem Blatt des viruskranken Zuckerrohres isolierten 
Proteins wird durch die Alkalispaltung des Proteinmolekiils verstarkt. 


I. 

Nach unserer Auffassung wird die Katalase in der lebenden Zelle 
durch Einwirkung des Virus gehemmt und das also iiberschiissig ge- 
bildete Wasserstoffperoxvd nimmt an der Virusvermehrung Anteil (1). 
Diese Auffassung ist aber hauptsichlich auf Grund der Untersuchungen 
iiber die Wirkung des Seidenraupenpolyedervirus auf die Atmung und 
Katalase der Hefe aufgestellt worden. Die Hefezelle selbst verfiillt 
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keiner Viruskrankheit. Zur einwandfreien Bestitigung unserer Ansicht 
i ist es deshalb notwendig, diesbeziigliche Versuche noch mit  virus- 





kranken Geweben anzustellen. Wir haben in dieser Untersuchung 






zuerst die Katalasewirksamkeit sowie Atmungsfihigkeit der an einer 





Mosaikkrankheit leidenden Zuckerrohrblitter im Vergleich mit der- 






jenigen der gesunden Bliitter bestimmt. Bei der Enzymbestimmung 






wurde das Blatt mit Quarzsand und Wasser verrieben und bei der 






Ermittlung der Sauerstoffabsorption das kleingeschnittene Blatt in 






einer m/15 Phosphatpufferlésung von py 6.8 oder in Wasser suspendiert. 







Tabelle I. 
fe Zuckerrohr: Rasse = F 108, 6 Monate altes Rohr. Bei der Bestimmung des 
Sauerstoffverbrauchs: Versuchsdauer == 1 Stunde, Temperatur 30°, Gas im 
GefaB = Luft. Bei der Bestimmung der Katalaseaktivitat: Versuchstemperatur 
ie 0°, Puffer = Phosphatgemisch von py 6,8. 





















it Katalase- Relative Sauerstoff-) Relative 
Fi Versuch Versuchsmaterial aktivitit Katalase- Verbrauch | atmungs- 
i in aktivitit in intensitat 






k+ 104 emm 















1 | Gesundes Blatt .......... 270 100 48 100 
\}) Krankes Blatté............ 176 61 50 104 
| Gesunder Teil eines Blattes | 392 100 78 100 
2 Kranker Teil desselben 
| BRUNE ica Wing ease | 253 60 76 98 
Leicht kranker Teil eines I 
3 | OR mee Wie | 158 100 87 100 
‘ | Schwer kranker Teil i 
desselben Blattes ...... | 63 40 65 74 
















Das viruskranke Zuckerrohrblatt hat, wie der Versuch 1 in Ta- 
belle I zeigt, eine bedeutend geringere katalatische Fiihigkeit als das 
BS; gesunde. Die Katalaseaktivitit des kranken Teiles eines Rohrblattes 
i Ee ist ebenfalls viel schwiicher als die des normalen Teiles desselben Blattes 
(Versuch 2 in Tabelle I). Das in diesen Versuchen verwendete Mosaik- 
blatt oder der erkrankte Teil des Blattes besitzt jedoch etwa gleiches 
Atmungsvermégen mit dem gesunden Blatt oder dem normalen Teil. 
Bei den Versuchen 1 und 2 wurde groBe Sorgfalt darauf verwandt, da’ 
die Untersuchungsmaterialien, abgesehen vom Krankheitszeichen. 
méglichst gleiche Eigenschaften haben. Bei dem Versuch 3 wurde aber 
der schwer erkrankte Abschnitt aus dem unteren Teil und der leicht 
erkrankte aus dem oberen eines Mosaikblattes entnommen. Infolge- 
dessen ist die Atmungsintensitit der beiden Schnitte nicht gleich. Der 
Unterschied der Katalasewirksamkeit ist, wie aus den Daten in Tabelle | 
ersichtlich, noch gréBer als derjenige des Sauerstoffverbrauchs. Aus 
diesen Versuchen geht hervor, daB die Katalase im Zuckerrohrblatt 
gehemmt wird, wenn es von einer Viruskrankheit befallen wird. Und 
je schwerer die Krankheit wird, desto stirker wird die Enzymhemmung. 
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Durch diese mit den viruskranken Zuckerrohrblittern ausgefiihrte 


Untersuchung erhielt unsere Hypothese iiber die Beziehungen zwischen 
Hydroperoxydbildung und Virusvermehrung im lebenden Organismus 
eine wesentliche Stiitze. Da nach unserer Meinung bei der Sauerstoff- 
atmung in den meisten Fiillen primir Wasserstoffperoxyd ent- 
steht (2, 3, 4), ergibt sich dann eine Verzégerung der Hydroperoxyd- 
spaltung in der Zelle, wenn die katalatische Wirksamkeit, wie bei den 
von einer Mosaikkrankheit befallenen Rohrblittern beobachtet wurde. 
im Vergleich zu der Atmungsfihigkeit stirker behindert wird. Es 
besteht dabei die Méglichkeit, daB das in dieser Weise einige Zeit im 
Gewebe unverinderlich gebliebene Wasserstoffperoxyd auf die normale 
Lebensfunktion der Zellbestandteile, folglich auch auf das Protoplasma- 
protein schidigend wirkt. 

Die Atmung der viruskranken Pflanzen ist oft Gegenstand von Unter 
suchungen gewesen. Dufrénoy berichtete, daB der Sauerstoffverbrauch durch 
das mit einem Mosaikvirus infizierte Tabakblatt gréBer ist als der durch das 
nicht erkrankte Blatt (5). Hirayama stellte ebenfalls fest, da8 sowohl die 
Sauerstoffabsorption als auch die Kohlensaéureabgabe in Stickstoff beim virus- 
kranken Tabak starker ist als beim gesunden (6). Die von Lemmon auch mit 
Tabak angestellten Versuche ergaben ein entgegengesetztes Resultat (7). Cald- 
well (8), Whitehead (9) und Hartisch (10) ermittelten die Atmungsintensitat der 
viruskranken Tomate oder Kartoffel unter verschiedenen Bedingungen und 
konnten keine einheitlichen Ergebnisse erhalten. Der Zusammenhang der 
Viruskrankheit mit der Katalaseaktivitaét bei Pflanzen wurde von mehreren 
Forschern untersucht. So teilten Rischkow und Karatschewski mit, daB das 
hydroperoxydspaltende Vermégen der kranken Tomate oder Kartoffel geringer 
ist als dasjenige der gesunden (11). Chapman (12) und Okuda und Katai (13) 
erhielten beim Tabak ein ahnliches Versuchsresultat. Arbeiten, bei denen 
Atmung und Katalase gleichzeitig bestimmt worden sind, scheinen noch nicht 
vorhanden zu sein. Unserer Ansicht nach ist aber zur Aufklarung des Mechanis- 
mus der Virusvermehrung die Erforschung der relativen Intensitaten der Sauer- 
stoffabsorption und hydroperoxydzersetzenden Wirkung der kranken Gewebe 
notwendig. 


Il. 


In den oben beschriebenen Versuchen haben wir nachgewiesen. 
daB die Katalaseaktivitat beim von Mosaikkrankheit befallenen Zucker- 
rohrblatt viel schwacher ist als beim normalen. Eine gleiche Erscheinung 
wurde von anderen Forschern auch bei Tomate, Kartoffel und Tabak 
beobachtet (11, 12, 13). Auf Grund der Untersuchungen der Katalase- 
wirkung des Polyedervirus von Bombyx mori nahmen wir friiher an, 
daB im allgetheinen die bei viruskranken Geweben erfolgte Verminde- 
rung der katalatischen Wirksamkeit in der Hauptsache auf einer Ein- 
schlieBung des Katalasemolekiils durch das Virusprotein beruht. Wenn 
dies tatsichlich der Fall ist, so muB auch beim Zuckerrohr festgestellt 
werden, daB die Katalaseaktivitit des Mosaikblattes bei milder Spaltung 
von darin enthaltendem hochmolekularem EiweiB héher wird. Zur 
Bestitigung dieser Voraussetzung haben wir das erkrankte Blatt mit 
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Sand und Wasser zerrieben, den erhaltenen Brei auf verschiedene 
Wasserstoffionenkonzentrationen eingestellt und die Veriinderungen 
der Katalasewirkung mit der Zeit ermittelt. Zugleich wurden der 
durch Pressung des Rohrstengels erhaltene Saft sowie der nach dem 
Zentrifugieren des Breies aus dem Blatt gewonnene klare Extrakt 
verwendet. Der Saft aus dem Zuckerrohrstengel mit den Mosaikblittern 
hat eine starke Infektionsfihigkeit; folglich sind in diesem Saft ohne 
Zweifel Virusproteine enthalten. 


Tabelle II. 
Rasse des Zuckerrohres: 2822 POJ. Versuchstemperatur: 25°. Zur py-Ein- 
stellung verwendet: n/10 Glykokolipuffer, m/15 Phosphatpuffer oder 0,5°,ige 
Natriumcarbonatlésung. 





Dauer nach der py- 
Einstellung in Stunden 





PH 
Versuch Mischung der 1 24 48 
Lésung — ———___—_—— 
Katalaseaktivitit 
in k-104 


Saft aus dem gesunden Stengel’+ Wasser 5,4 8.6 
Saft aus dem kranken Stengel + Wasser 5,3 5,8 
Saft aus dem gesunden Stengel + Glyko- 

kollgemisch 7,6 9,5 
Saft aus dem kranken Stengel + Glykokoll- 

gemisch 
Brei aus dem gesunden Blatt + Phosphat- 

puffer 7,2 21,8 
Brei aus dem kranken Blatt 

puffer 7,3 36,8 
Brei aus dem gesunden Blatt + Natrium- 

carbonat 3.7 38,8 
Brei aus dem kranken Blatt 

carbonat 8,8 2,8 - 
Extrakt aus dem gesunden Blatt + Wasser 5,9 42,8 77,4 
Extrakt aus dem kranken Blatt + Wasser 5,9 19,3 41,2 
Extrakt aus dem gesunden Blatt + Na- 

triumcarbonat 9,6 47,3 88.1 
Extrakt aus dem kranken Blatt 

triumcarbonat 9,6 5,9 | 65,4 | 129,8 





Wenn Zuckerrohrsaft oder Blattbrei bei neutraler bzw. alkalischer 
Reaktion stehengelassen wird, so nimmt ihre Katalaseaktivitit mit der 
Zeit ab (Versuche 1 und 2 in Tabelle II). Diese Erscheinung wurde 
sowohl beim normalen Rohr als beim erkrankten beobachtet. Infolge- 
dessen konnte in diesen Fiillen nicht genau entschieden werden, ob 
sich bei der Zerlegung der darin befindlichen EiweiBmolekiile die Kata- 
lasewirkung veriindert. Wir haben ihnliche Versuche noch unter ver- 
schiedenen Bedingungen ausgefiihrt. Dabei wurde z. B. gefunden, dal} 


in saurem Milieu von etwa py 3,5 die Verminderung der hydroperoxyd- 
spaltenden Wirksamkeit des Zuckerrohrsaftes bei weitem stiirker ist. 
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Wurde eine geringe Menge verdiinnter Kaliumhydroxydlésung bei 0° 
auf den Rohrsaft oder den Blattbrei einwirken gelassen, so erfolgte 
nach kurzer Zeit eine Vernichtung der Katalaseaktivitit. Beim klaren 
Extrakt aus dem viruskranken Zuckerrohrblatt findet aber, wie aus 
Versuch 3 in Tabelle II ersichtlich, nach dem Aufbewahren im alkalischen 
Gebiet eine kriftige Katalaseaktivierung statt. Obwohl auch die 
katalatische Wirkung des aus dem normalen Rohrblatt erhaltenen 
Extrakts gesteigert wird, ist der Steigerungsgrad im Vergleich mit 
derjenigen des aus dem erkrankten Blatt erhaltenen bedeutend kleiner. 
Bei der Aufbewahrung des Saftes aus dem gesunden Blatt erfolgt jedoch 
eine Erhéhung der Katalasewirkung sowohl bei neutraler als auch bei 
alkalischer Reaktion in etwa gleichem Grade. Der Befund, daB die 
hydroperoxydzersetzende Fiihigkeit des Mosaikblattextrakts in alkali- 
schem Milieu bedeutend stirker erhéht wird als in neutralem, scheint 
unsere Annahme zu stiitzen, daB in viruskranken Geweben wenigstens 
ein Teil der Katalasemolekiile in das Virusprotein eingeschlossen worden 
ist und die so eingeschlossene Katalase erst nach der Spaltung des 
Virus unter geeigneten Bedingungen ihre Wirkung aufweisen kann. 

Da eine kriftige Katalaseaktivierung, wie oben beschrieben, nur 
bei den Versuchen mit dem klaren Extrakt beobachtet wird, erscheint 
es uns notwendig, fiir die Untersuchung der Katalasewirkung des 
Virusproteins eine méglichst von Beimengungen befreite Lésung zu 
verwenden. Zur Entfernung der Beimischungen, welche auf die Katalase 
hemmend wirken, wurde nunmehr eine Aussalzungsmethode angewandt 

Der Zuckerrohrsaft wurde mit festem Ammonsulfat gesittigt und die 
erhaltene Fallung nach dem Filtrieren im Vakuum getrocknet (Fallung A). 
Darauf haben wir Kohlendioxyd 30 Minuten in den Rohrsaft eingeleitet, zentri- 
fugiert und die klare Lésung iiber Nacht bei 0° stehengelassen. Die Lésung 
wurde dann durch Zusatz des halben Volumens gesattigter Ammonsulfatlésung 
auf eine Sattigung von ein Drittel gebracht und der entstandene Niederschlag 
abzentrifugiert (Fallung B). Zur Isolierung des BlatteiweiBes wurde frisch 
gepfliicktes Zuckerrohrblatt mit Quarzsand und Wasser verrieben, der Brei 
gepreBt und die noch triibe Lésung weiter zentrifugiert. Die klar gewordene 
Losung wurde darauf mit einer gesattigten Ammonsulfatlésung auf eine Sattigung 
von '/, gebracht und das nach dem Abzentrifugieren gewonnene Sediment in 


einer m/30 sekundiren Natriumphosphatlésung aufgenommen. Nach noch- 
maligem Zentrifugieren wurde die klare, braune Lésung wieder mit Ammonsulfat 
auf eine Sattigung von '/, gebracht (Fallung C). 

Im allgemeinen findet, wie Tabelle IIL zeigt, besonders in alkalischer 
Lésung eine starke Steigerung der Katalasewirkung statt. Wenn auch 
das verwendete Verfahren verhiltnismaBig einfach ist, so wird doch 
bei der aus dem Saft des gesunden Rohrstengels dargestellten Fiallung 
eine Katalaseaktivierung beobachtet; der dabei erzielte Aktivierungs- 
grad ist aber weit geringer als der bei der Fallung aus dem Saft des 
viruskranken Stengels erzielte. Bei den aus normalen Geweben ziemlich 


rein hergestellten Priparaten erfolgt mindestens innerhalb nicht zu 
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Tabelle III. 
Zuckerrohr: Rasse = F 108, 5 Monate altes Rohr. Versuchstemperatur: 34° 
(bei Fallung A und B) oder 5° (bei Fallung C). Zur Lésung der Fallung ver- 
wendet: Wasser oder 0,5°,ige Natriumcarbonatlésung. 





Dauer nach dem Auf- 
lésen der Fallung in 
Pu Stunden 
Fillung Versuchsmaterial Losungsmittel der 24 48 
Lésung BRS cS OF 
Relative 
Katalaseaktivitit 


Gesunder Stengel Wasser 5 100 94 263 
Kranker Stengel “a 100 99 248 
Gesunder Stengel Na,CO, ; 100 5d6 6204 
Kranker Stengel e 100 637 | 8457 
Gesunder Stengel Wasser ),¢ 100 112 111 
Kranker Stengel ER i, 100 286 232 
Gesunder Stengel Na, CO, 9,6 100 97 390 
Kranker Stengel - 9,6 100 165 953 
Gesundes Blatt Wasser 6,3 100 95 
Krankes Blatt 6,3 100 100 
Gesundes Blatt 9,4 100 85 
Krankes Blatt 9,4 100 177 


langer Zeit selbst im alkalischen Gebiet keine Erhéhung der Katalase- 
aktivitat. Die nach den obenerwihnten Methoden bereiteten Eiweib- 
priparate enthalten jedenfalls einige Katalasemolekiile als Bei- 
mischungen ; sie weisen deshalb schon vor der Einwirkung des schwachen 


Alkalis eine hydroperoxydzersetzende Fihigkeit auf. Die bei den aus 
erkrankten Geweben dargestellten Fillungen beobachtete  kriiftige 
Katalaseaktivierung ist zum gr6Bten Teil durch die Spaltung der 


EiweiBmolekiile hervorgerufen worden. Unsere Vorstellung, daB die 
Katalase in der Zelle bei der Vermehrung des Virus in das hochmolekulare 
Virusprotein eingeschlossen wird und dadurch eine Verminderung der 
Katalasewirkung im viruskranken Gewebe erfolgt, konnte also durch 
diese Versuche eine weitere Bestitigung erhalten. 
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Virus und Katalase. 
Von 
K. Yamafuji, K. So und T. Kitano. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Universitat 
in Fukuoka, Japan.) 


(Eingegangen am 20, April 1943.) 


Es ist schon lange bekannt, daB im allgemeinen Virusarten nur 
bei Anwesenheit von lebenden Zellen in vitro geziichtet werden kénnen. 
Dies deutet die Notwendigkeit der Atmungsvorginge fiir die Ziichtung 
des Virus an. In einer Reihe von Untersuchungen haben wir jedech 
bewiesen, daB in Gewebe inhalierter Luftsauerstoff durch Zusammen- 
stoBen mit verschiedenen Grenzflichen mindestens in der ersten Stufe 
zu einem metastabilen Molekularzustand aktiviert wird und das an- 
geregte Sauerstoffmolekiil sich dann mit Wasserstoff, welcher durch 
das Dehydrierungssystem frei gemacht wurde, verbindet (1). In diesem 
Falle wird stets in der Zelle primiir Wasserstoffperoxyd gebildet und 
die Atmungsintensitat steht zur Peroxydbildung in bestimmtem Ver- 
hiltnis. Wir sind der Meinung, daB in lebenden Organismen eine solche 
Entstehungsweise von Wasserstoffperoxyd weit verbreitet ist. Anderer- 
seits wurde vor kurzem von Stanley (2) sowie Bawden und Pirie (3) u. a. 
der Nachweis erbracht, daB verschiedene pflanzliche oder tierische 
Virusarten nichts anderes als hochmolekulare Nucleoproteine zu sein 
scheinen. Auf Grund der obenerwihnten Tatsachen nahmen wir an, 
daB bei der Vermehrung des Virus zwischen der Bildung oder Zersetzung 
des Wasserstoffperoxyds und‘der Aggregation oder Denaturierung der 
normalen EiweiBmolekiile im Gewebe eine enge Beziehung besteht. 

Unter dieser Voraussetzung haben wir bereits einige Versuche mit 
Seidenraupenpolyedervirus sowie viruskrankem Zuckerrohr angestellt 
und dabei konnte die Annahme bis zu einem gewissen Grade bestiitigt 
werden (4,5). Um unsere Hypothese noch weiter zu sichern, wurde in 
der vorliegenden Arbeit die Wirkung des Polyedervirus oder des Zucker- 
rohrmosaikvirus auf die Katalase sowie auf die Atmung von Samen, 
von Eiern und Seidenraupen selbst untersucht. Wir konnten feststellen, 
wenn der Samen in einer Nahrlésung, die eine geringe Menge Virus- 
protein enthilt, keimen gelassen wird, daB die Katalase im Samen 
sowie Keim durch das Virus aktiviert wird. Hierbei wurde aber fast 
keine Erhéhung der Atmung beobachtet. Wurde das Virus erst nach 
der Keimung zugesetzt und der Keim mit einer Lampe passend be- 
strahlt, so erfolgte eine ziemlich schwache Katalaseaktivierung. Durch 
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diese Behandlung wurde auch die Atmungsintensitiét des Keimes 
verstiirkt. Da der dabei erzielte Steigerungsgrad der Atmungsfihigkeit 
viel gréBer ist als derjenige der Katalasewirkung, findet wahrscheinlich 
in der Zelle eine Verzégerung der Hydroperoxydspaltung statt. Wenn 
das Seidenraupenei mit der Viruslésung behandelt wurde, so wurde 
ein gleiches Resultat wie bei der Behandlung des Samens mit der Virus- 
protein enthaltenden Nihrlésung allein erhalten. Bei der Einwirkung 
des Virus auf den zerriebenen Brei des Samens oder des Eies ergibt 
sich immer eine Verstirkung der katalatischen Wirksamkeit. Die 
Katalaseaktivitit von Raupe und Puppe des Seidenspinners, denen 
eine Virusinjektion gegeben wurde, ist niedriger als diejenige der 
intakten Spinner. 

Aus den oben beschriebenen Befunden sowie den Ergebnissen der 
Versuche an Hefe (4) geht hervor, daB das Virus auf die Katalase der 
pflanzlichen und _ tierischen Lebewesen, welche unter ungiinstigen 
Lebensumstiinden gehalten wurden, aktivierend wirkt. Nach unserer 
Auffassung tiber den Mechanismus der Vermehrung des Virus muf 
die Katalasewirkung der Zelle durch das Virusprotein vermindert 
werden (4,5). Das ist beim Seidenspinner der Fall. Beim Samen wird 
hingegen eine Erhéhung der Katalaseaktivitit durch die Viruswirkung 
hervorgebracht, auch wenn er vorsichtig méglichst unter giinstigen 
Lebensbedingungen keimen gelassen wurde, Der Aktivierungsgrad der 
Katalase ist aber in diesem Falle bedeutend geringer als bei der Keimung 
unter unphysiologischen Verhiiltnissen. Dabei wird auBerdem die 
Atmung kriftig erhéht: der Grad der Atmungssteigerung ist jedoch 
im Vergleich zu dem der Katalaseaktivierung klein. Infolgedessen 
ergibt sich dabei eine relative Hemmung des katalatischen Vermégens. 
Bei den gleichzeitig ausgefiihrten Kontrollversuchen haben wir gefunden, 
daB ein aus gesundem Zuckerrohr dargestelltes EiweiBpraiparat auf die 
Katalaseaktivitit und Atmungsfihigkeit der lebenden Organismen 
einen ihnlichen EinfluB wie das Virusprotein ausiibt. Obwohl die dabei 
beobachtete Beeinflussung schwiicher ist als bei der Einwirkung des 
Virus, ist dies eine bemerkenswerte Tatsache; denn daraus ist zu 
schlieBen, daB wenigstens eine von den Ursachen der durch Virus- 
infektion bewirkten Erscheinungen auf die Wirkung des Eiweibes 
zuriickzufiihren ist. 


I. 

Das zur Untersuchung verwendete Seidenraupenpolyedervirus 
war dasselbe Priiparat, das wir in der vorhergehenden Arbeit (4) be- 
nutzten. Das Zuckerrohrmosaikvirus wurde aber in den vorliegenden 
Versuchen bei weitem reiner als friiher (5) dargestellt. 


Die viruskranken griinen Blatter wurden mit Wasser zerrieben, gepreBt 
und die erhaltene Lésung zentrifugiert. Die klare Lésung wurde dann durch 
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Zusatz des gleichen Volumens gesattigter Ammonsulfatlésung auf eine Sattigung 
von '/, gebracht und die entstandene Fallung nach dem Abzentrifugieren in 
einer Phosphatpufferlésung von py 7,0 gelést. Die Fliissigkeit wurde wieder 
abzentrifugiert und die so geklarte Lésung nochmals mit Ammonsulfat bis zum 
halben Sattigungsgrad versetzt. Der Niederschlag wurde ebenfalls in Phosphat- 
lésung aufgenommen und das Virusprotein in der Fliissigkeit darauf bei ' , 
Sattigungsgrad Ammonsulfat gefallt. Auf diese Weise wurde die fraktionierte 
Fallung noch dreimal wiederholt und schlieBlich der letzte Niederschlag im 
Vakuum getrocknet. 


Unserer Ansicht nach spielen vor allem der KiweiBstoffwechsel und 
die Atmung im Gewebe bei der Infektion und Vermehrung des Virus 
eine wichtige Rolle. Da bekanntlich bei der Keimung der Pflanze die 
beiden Vorgiinge besonders kriftig erfolgen und eine neue Bildung der 
Zellen, folglich auch der EiweiBmolekiile, lebhaft stattfindet, scheinen 
Samen fiir die in dieser Richtung anzustellende Untersuchung ein 
geeignetes Material zu bieten. Wir haben daher in der vorliegenden 
Arbeit zuniichst verschiedene Pflanzensamen in einer Viruslésung 
keimen gelassen und die Beeinflussung der Atmungsfihigkeit und 
Katalasewirkung durch das Virus ermittelt. In der ersten Versuchs- 
reihe wurde das Virusprotein in 5°, iger Natriumearbonatlésung geldst. 
die Lésung sodann sorgfiltig mit verdiinnter Salzsiure neutralisiert und 
der Samen hineingelegt. Dabei konnten wir keine einheitlichen Daten 
erhalten. Da die vorher angewandten Bedingungen fiir die Keimung 
ungiinstig erschienen, wurde nach einer Reihe von Vorversuchen eine 
von Kenjo bei der Wasserkultur des Zuckerrohres verwendete Nihr- 
lésung (6) gewiihlt. 


Zur Bereitung der genannten Nahrfliissigkeit wurden 57 mg Ammonium- 
nitrat, 15 mg Kaliumsulfat, 20 mg primares Kaliumphosphat, 99 mg Calcium- 
chlorid, 153 mg Magnesiumsulfat und 5mg Ferrosulfat in 1000 com Wasser 
aufgelést. Die Wasserstoffionenkonzentration der erhaltenen Lésung war 
pu 6,2. Bei dem Versuch | in Tabelle I wurden 5 mg Virusprotein in 4 cem Nahr- 
lésung aufgenommen, geschiittelt und in die Lésung 2 ¢ Hahnenkammsamen 
eingetragen. Die Suspension wurde darauf in eine Schale, deren Boden mit 
einem Filtrierpapier bedeckt worden war, eingegossen, die Samen gut auseinander- 
gebreitet und bei Zimmertemperatur stehengelassen. Um die Verdunstungs- 
verluste zu erganzen, wurde taglich 1 cem Nahrlésung, die kein Virus enthielt. 
hinzugefiigt. Nach bestimmten Zeiten wurde ein Teil der Samen oder Keimlinge 
entnommen, geniigend gewaschen und ihre Katalaseaktivitat sowie Atmungs- 
intensitat in der friiher mitgeteilten Weise (5) bestimmt. Zum Vergleich wurde 
auch aus gesunden griinen Zuckerrohrblattern nach der oben beschriebenen 
Methode ein EiweiSpraparat, das wir als BlatteiweiB bezeichnet haben, dar- 
gestellt und seine Wirkung auf den Samen auf gleiche Weise wie beim Virus- 
protein ermittelt. 


Das Ergebnis zeigt, daB durch Einwirkung des Seidenraupen- 
polyedervirus oder des Zuckerrohrmosaikvirus die Katalase im Hahnen- 
kammsamen betrichtlich aktiviert wird. Obwohl der Erhéhungsgrad 
der katalatischen Wirksamkeit sich mit der Zeit allmihlich vermindert, 
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kann beim entwickelten Keimling noch eine ziemlich starke Katalase- 
aktivierung beobachtet werden. Wihrend der ganzen Versuchsdauet 
iibte immer aber das Virus auf die Atmung der Pflanze keinen er- 
kennbaren EinfluB aus. Es ist bemerkenswert, daB auch das Blatt- 
eiweiB, welches die Viruswirkung nicht aufweist, auf die Katalase des 
Samens sowie des Keimes etwas aktivierend wirkt. 

Diese Befunde stehen im Widerspruch mit unserer Auffassung, 
daB bei der Virusinfektion infolge der Katalasehemmung eine An- 
hiufung des Wasserstoffperoxyds im Gewebe stattfindet. Auf Grund 
der Erfahrungen bei den Versuchen an Hefe (4) vermuteten wir nun- 
mehr, daB solehe Erscheinungen wahrscheinlich auf den ungiinstigen 
Verhaltnissen bei der Keimung beruhen. Um den Samen mdglichst 
unter natiirlichen Umstanden keimen zu lassen, wurde er deshalb beim 
Versuch 2 in Tabelle I auf eine entfettete Baumwollschicht gelegt, die 
vorher mit der reinen Niahrfliissigkeit geniigend angefeuchtet und iiber 
den Boden einer Glasschale gebreitet worden war. Unter Beriick- 
sichtigung der Absorption der organischen Stoffe durch die Pflanze und 
der Synthese der EiweiBmolekiile in den neuen Zellen wurde das Virus 
zusammen mit der Nihrlésung erst dann zugesetzt, wenn die Linge des 
Keimes etwa lcm betrug. Uberdies wurde der Keim nachher tiiglich 
je 5 Stunden in einer Entfernung von 30 cm mit einer 40-Watt-Lampe 
bestrahlt. Da unter diesen Versuchsbedingungen das zugesetzte Virus- 


protein leicht denaturiert und seine Infektionsfahigkeit schnell ver- 


loren wird, wurde taglich neue Viruslésung auf das Pflainzchen gegossen. 
Die Viruslésung wurde jedesmal frisch mit 2 cem Niahrfliissigkeit her- 
gestellt. Die hinzugefiigte Menge Virus war pro 2 g Hahnenkammsamen 
anfangs 5 mg und in den darauffolgenden Tagen je 3 mg. Der Versuch 
ergab, daB unter den obenerwihnten Keimungsumstiinden das Virus- 
protein auf die Kataiase im Keime einen nur schwachen Aktivierungs- 
effekt ausiibt, wihrend sein Atmungsvermégen durch das gleiche Virus 
ziemlich stark gesteigert wird. Der dabei erfolgte Erhéhungsgrad der 
Katalaseaktivitat ist betrichtlich kleiner als der der Atmungsintensitit : 
infolgedessen bleibt das entstandene Wasserstoffperoxyd einige Zeit 
in der Zelle ungespalten. Dies entspricht unserer Erwartung: denn 
nach unserer Behauptung nimmt das im Gewebe angehiufte Wasser- 
stoffperoxyd an der Virusvermehrung Anteil. 

Dieselben Versuche wurden auch mit Riiben- und Rettichsamen 
wiederholt ausgefiihrt. Da beim viruskranken Zuckerrohr auch der 
Saft im Stengel ein Infektionsvermégen besitzt, wurde aus dem ge- 
preBten Rohrsaft in der oben beschriebenen Weise mit Ammonsulfat 
ein Virusproteinpriparat dargestellt und seine Wirkung auf die Samen 
untersucht. Dabei erhielten wir stets ihnliche Ergebnisse wie bei den 
Versuchen in Tabelle I. 
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Tabelle I. 





K eimungstage 
2 4 6 
: : Samen, noch nicht Keimling, Keimiling, 
Versuch Zusatz gekeimt Linge 1 bis 2cm Linge 5 bis 6cm 
Relative Relative Relative Relative Relative Relative 
Katalase- Atmungs- Katalase- Atmungs- Katalasee Atmungs- 
aktivitét intensitét aktivitit intensitét aktivitat intensitat 


Polyedervirus . . 167 97 148 106 123 104 
Mosaikvirus ... 152 100 131 107 114 108 
BlatteiweiB .... 121 98 117 97 105 102 
Ohne Zusatz... 100 LOO 100 100 100 100 
Polyedervirus . . 107 131 124 160 
Mosaikvirus ... 105 137 118 146 
BlatteiweiB .... 97 116 11] 125 
Ohne Zusatz... 100 100 100 100 


II, 

Bekanntlich findet bei der Bebriitung des Eies wie bei der Keimung 
des Samens eine kriftige Steigerung der Atmung sowie der Stoffwechsel- 
vorgiinge statt. Es ist daher von Interesse aufzukliren, welchen Einflu 
das Virus auf die Katalasewirkung und Atmung des bebriiteten Eies 
ausiibt. Zur Untersuchung verwandten wir das Ei einer Rasse Seiden- 
spinner, die niemals von einer Polyederkrankheit befallen wird. 0,5 g 


Kier wurden in 3,4.cem Viruslésung suspendiert, nach 5 Minuten mit 


30 com Phosphatpufferlésung von py 6.8 versetzt und dann 30 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach dieser Behandlung wurden 
die Eier mit Wasser gewaschen und ihre Katalaseaktivitat sowie Atmungs- 
intensitait bestimmt. Wie aus dem Versuch | in Tabelle I] ersichtlich, 
wird die Katalase im Ei durch die beiden Virusarten aktiviert, wihrend 
die Atmung fast nicht beeinfluBt wird. Bei einem Kontrollversuch 
wurde gefunden, da das Ei, wenn es noch lingere Zeit (mehr als etwa 
3 Stunden) in die Viruslésung gelegt wird. seine Fiahigkeit, sich zu 
einer Raupe zu entwickeln, vollig verliert. Dabei wurde aber eine 
Katalaseaktivierung beobachtet. 

Aus diesen Versuchen kénnen wir schlieBen, daB die durch das 
Virus bewirkte Verstirkung der hydroperoxydspaltenden Wirksamkeit 
wenigstens zum Teil von der Lebenstitigkeit der Organismen unabhingig 
ist. Ist das der Fall, so muB auch die katalatische Wirkung eines zer- 
riebenen Gewebebreies durch Viruseinwirkung zu gewissem Grade erhéht 
werden. Zur Bestatigung dieser Voraussetzung wurden 0.1 g Seiden- 
raupeneier oder Riibensamen mit 5cem Wasser zerrieben, zu 2 cem 
des erhaltenen Breies 3,4 ccm Viruslésung zugesetzt und sofort die 
Katalaseaktivitit der Mischung ermittelt. Die benutzte Viruslésung 
wurde wie beim Versuch | auf folgende Weise hergestellt: 3 mg Virus 
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wurden durch Schiitteln mit 2 cem 0,5° iger Natriumearbonatlésung 
méglichst gelést und darauf mit 1,4.cem n/10 Salzsiiure vorsichtig 
neutralisiert. Aus dem Versuch 2 in Tabelle I] geht hervor, daB die 
Katalase des Breies, wie erwartet. durch das Virus ziemlich aktiviert wird. 


Tabelle II. 





Versuch 1 Versuch 2 
Seidenraupenei Riibensamen Seidenraupenei 
Zusatz 
Relative Relative Relative Relative 
Katalase- Atmungs- Katalase- Katalase- 
aktivitét intensitiit aktivitét aktivitiit 


Polyedervirus 141 107 130 125 
Mosaikvirus 156 105 126 118 
BlatteiweiB 111 100 110 105 
Obne Zusatz ......... 100 100 100 100 

Es kénnte nach diesen Ergebnissen die Annahme naheliegen, dab 
die bei den mit Virus behandelten Organismen erfolgte Steigerung der 
katalatischen Wirksamkeit nicht ginzlich von der Neubildung der 
Katalasemolekiile in der Zelle herriihrt. Wahrscheinlich ist im Proto- 
plasma ein Teil der Katalase vor allem an Eiweifstoffe gebunden vor- 
handen. Beim ersten Angriff scheint das Virus diese Bindung zu zer- 
legen und dadurch eine Katalaseaktivierung hervorgerufen zu werden. 
DaB die hydroperoxydspaltende Wirkung des Lebewesens in dieser 
Weise ohne Zunahme der Enzymmolekiile verstiirkt werden kann, ist 
auch aus den Untersuchungen von Luler (7,8) sowie von uns (9, 10) 
ersichtlich. Diese zeigten, daB verschiedene Mittel. welche die Lebens- 
vorgiinge des Organismus schidigen, wie Ultraviolettstrahlen, Erhitzen, 
Chloroform oder Toluol, auf die Katalase in der Hefe und im Ei stark 
aktivierend wirken. Die Aktivierung der Katalase ist in diesem Falle 


vom Leben unabhiingig, und zwar beruht sie vielleicht auf einer Auf- 


lésung der Bindung zwischen dem Enzym und den anderen Zellbestand- 
teilen. Wie sich bei den oben beschriebenen Versuchen ergeben hat. 
findet die Erhéhung der Katalaseaktivitit, folglich auch die Zerlegung 
der genannten Verbindung durch das Virus dann viel stiirker statt, wenn 
die Organismen unter ungiinstigen Bedingungen behandelt wurden. Die 
Ansicht, daB der normale Bau der Zelle durch Viruseinwirkung in 
Unordnung gebracht wird, erscheint uns von besonderer Bedeutung 
fiir die Erklirung der Wirkungsweise und Vermehrung des Virus, denn 
die Bildung des Virusmolekiils kann erst nach der vorherigen Zerst6rung 


der Protoplasmastruktur erfolgen. 


Bei den Samen und Eiern war es unmdglich, durch Behandlung 
mit dem Virus eine Viruskrankheit entstehen zu lassen. Wir haben in 
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dieser Versuchsreihe die Viruslésung unter die Haut der Seidenraupen 
eingespritzt und die Katalasewirkung der erkrankten Raupen im Ver- 
gleich mit derjenigen der gesunden untersucht. Der verwendete Poly- 
ederkérper wurde etwa vor 2 Jahren aus dem Blute von viruskranken 
Seidenspinnern dargestellt und in festem Zustand in einem geschlossenen 
GlasgefiB aufbewahrt. Da dieser Kérper in Wasser fast unléslich ist 
und seine wiisserige Suspension ein nur geringes Infektionsvermégen 
besitzt, muB er vor der Injektion in einer verdiinnten Alkalilésung 
aufgelést werden. Beim Versuch | in Tabelle III wurde eine Seiden- 
spinnerrasse benutzt, die leicht eine Polyederkrankheit bekommt. Die 


;? . . ~ 2 
Raupe wurde nach der vierten Haiutung mit etwa 0,05 cem der 1000 fach 


verdiinnten Viruslésung injiziert. Nach 6 Tagen tritt ein deutliches 
Symptom der Viruskrankheit auf. Die katalatische Wirksamkeit der 
kranken Larve ist. wie Tabelle zeigt, schwiicher als die der normalen. 
Bemerkenswert ist dabei, daB bei einer mit Mosaikvirus gespritzten 
Raupe, die aber an einer Viruskrankheit nicht leidet, ebenfalls eine 
Verminderung der Katalaseaktivitait beobachtet wird. 

Ferner wurde eine Rasse des Seidenspinners verwendet, welche 
selbst nach Einspritzung des Polyederkérpers von keiner Viruskrankheit 
befallen wird. Die Viruslésung wurde in der obenerwiihnten Weise der 
Puppe injiziert und nach 5 Tagen ihre Katalasewirkung bestimmt. Wie 
aus dem Versuch 2 in Tabelle III zu ersehen ist. erfolgt bei der Virus- 
injektion eine Erniedrigung der katalatischen Wirksamkeit. 


Tabelle III. 





Versuch 1 Versuch 2 


Injektionsmittel Relative Katalaseaktivitit 


Raupe Puppe 
Polyedervirus 82 68 
Mosaikvirus 86 
BlatteiweiB 94 
Ohne Injektion 100 100 


In den oben beschriebenen Untersuchungen wurde jedesmal ein 
Kontrollversuch mit dem BlatteiweiB, das aus nicht erkrankten 
Zuckerrohrblittern hergestellt wurde, vorgenommen und dabei fest- 
gestellt. da’ durch dieses EiweiB die Katalase sowie Atmung der Samen. 
Eier und Seidenraupen in aihnlicher Weise wie durch das Virus beeinfluBt 
werden. Der EinfluB des BlatteiweiBes ist aber viel geringer als der 
des Virus. Da nach den gegenwiirtigen Kenntnissen im allgemeinen 
das Virus eine Art Nucleoprotein ist, kénnten wir auf Grund dieser 
Kontrollversuche annehmen, daf eine von den Wirkungen des Virus 
von seiner EiweiBnatur herriihrt. 
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Bei den in der vorliegenden Arbeit verwandten Organismen wurde 
in den meisten Fillen bei der Behandlung mit dem Virus keine Ent- 
stehung der Viruskrankheit beobachtet. Die erhaltenen Ergebnisse 
scheinen jedoch fiir die Aufklirung des Mechanismus der Infektion 
sowie Vermehrung des Virus wichtiges Material zu bieten. Aus unseren 
bisherigen Befunden, da bei den mit Virus behandelten, aber nicht 
erkrankten Zellen eine gleichartige Erscheinung wie bei den virus- 
kranken stattfindet, laBt sich schlieBen, daB es von verschiedenen Fak- 
toren bei der Virusinfektion, insbesondere von den Angriffskriften des 
Virus sowie der spezifischen Empfindlichkeit jedes Gewebes gegen die 


Viruseinwirkung abhingt, ob tatsichlich die betreffende Krankheit 


entsteht oder nicht. Ein gutes Beispiel dafiir ist die Tatsache, dal 
einige Insekten pflanzliche Virusarten tibertragen kénnen, ohne dab 
sie dabei von der Viruskrankheit befallen werden. Das Resultat unserer 
Versuche, daB das EiweiBpriparat aus der gesunden Zelle eine gleiche 
Funktion wie das Virusprotein besitzt, zeigt die Méglichkeit, da eine 
Viruskrankheit ohne Infektion mit Virus entstehen kann; dariiber 
wollen wir spiiter berichten. 
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ber die sauerstoffaktivierende Wirkung 
des Hiimoglobins. 
Von 
K. Yamafuji, M. Fujii und T. Tomita. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Universitat 
in Fukuoka, Japan.) 
(Eingegangen am 20. April 1943.) 


Durch die Untersuchungen von Warburg (1), Wieland (2), Wurm- 
ser (3), Meyerhof (4), Thunberg (5) usw. ist erwiesen, daB die Grenzflichen 
in lebenden Zellen bei den Oxydationsvorgingen eine wichtige Rolle 
spielen. Wir glauben auf Grund unserer bisherigen Versuche(6, 7. 8, 9), 
daB eine von den physiologischen Funktionen der Grenzfliichen ihre 
sauerstoffaktivierende Fiahigkeit ist. In der vorhergehenden Arbeit (9) 
wurde aber gefunden, daB unter den dabei von uns gewihlten Versuchs- 
bedingungen das Sauerstoffanregungsvermégen der benutzten festen 
K6rper mit der Beriihrungsdauer der Oberflichen mit Sauerstoff oder 
Luft allmihlich schwicher wird und daB die einmal verlorene Akti- 
vierungsfihigkeit durch Uberleiten von Wasserstoff oder Kohlendioxyd 
liber feste Oberflichen nicht wiederhergestellt wird. Im lebenden 
Organismus miissen selbstverstiindlich die Grenzfliichen sofort nach 
der Inaktivierung reaktiviert werden. Wir haben daher in der vor- 
liegenden Arbeit die Méglichkeit der Reaktivierung der inaktiv ge- 
wordenen Oberflichen unter physiologischen Umstanden und zugleich 
noch die aktive Form der Grenzfliichen untersucht. Da unserer Meinung 
nach die Eisenporphyrinverbindungen in der Zelle besonders wirksame 
Grenzflichen bilden, wurde in diesen Versuchen ausschlieBlich Hamo- 
globin als ein Vertreter solcher Katalvsatoren verwendet. Sauerstoff 
oder Luft wurde vorher iiber feste Himoglobinpriparate iibergeleitet 
und alsdann in eine Hydrochinonlésung eingeleitet. 

In der lebenden Zelle erfolgt Oxvdation und Reduktion hinterein- 
ander. Wir haben deshalb zuniichst das durch lange Beriihrung mit 
Luftsauerstoff inaktiv gewordene Hiamoglobin mit Ammonsulfid 
reduziert. Dieses reduzierte Himoglobin besitzt aber keine sauerstoff- 
aktivierende Fahigkeit. Auch das mit Wasserstoff und Palladium in 
der Lésung reduzierte Himoglobin hat keine Wirkung. Wenn aber 
beide Priparate kurze Zeit mit Sauerstoff behandel* werden. so erhalten 
sie ein Aktivierungsvermégen. Durch diese Behandlung werden wahr- 
scheinlich gasférmige Verunreinigungen, welche die Oberfliche des 
Himoglobinpulvers bedecken, vertrieben. Fiihrt man die Reduktion 
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des inaktiven Hiimoglobins nicht in der Lésung, sondern im festem 
Zustand mit Wasserstoff und Palladium aus, so erhilt man ein stark 
wirksames Priparat. Wir nahmen an, da die Inaktivierung der Kata- 
lysatoren dadurch hervorgerufen wird, daB ihre Oberfliiche mit Sauerstoff 
vollig bedeckt wird und der danach eingeleitete Sauerstoff nicht mehr 
direkt mit den Oberflichen in Beriihrung kommt. Um diesen an der 
Oberfliche haftenden Sauerstoff zu entfernen, haben wir dann Dehy- 
drasen benutzt. Es wurden nimlich die Suecino-, Lactico- und Aldehyd- 
dehydrase zusammen mit den betreffenden Substraten unter ver- 
schiedenen Bedingungen auf das inaktivierte Himoglobin einwirken 
gelassen. Dabei ergab sich eine erkennbare Reaktivierung der Sauer- 
stoffaktivierungsfiihigkeit. Wir haben ferner ausdem inaktiv gewordenen 
Hiimoglobin mit Kaliumpermanganat, Kaliumferricyanid oder chlor- 
saurem Kalium. Methimoglobin hergestellt. Diese Methimoglobin- 
priiparate weisen eine ziemlich starke sauerstoffanregende Wirkung auf. 
Auf Grund dieser Befunde sowie der friiher mitgeteilten Versuchs- 
ergebnisse (6, 7,9) wird angenommen, daB die Sauerstoffaktivierungs- 
fiihigkeit der festen Kérper nicht auf dem Valenzwechsel, sondern auf 
dem Zustand der Oberflichen derselben beruht. Zur Bestitigung 
dieser Annahme wurden nun die Verinderungen der Aktivierungs- 
fihigkeit des Himoglobins durch die Zustandsiinderungen seiner 
Oberfliche noch weiter untersucht. Wenn eine wiisserige Lésung des 
durch langdauernde Lufteinleitung unwirksam gemachten Hiimoglobins 
im Vakuum belassen wurde, so erfolgte eine Wiederherstellung seines 
sauerstoffanregenden Vermégens. Eine Reaktivierung des inaktivierten 
Himoglobins findet auch statt, wenn die Lésung desselben mit Stick- 
stoff, Wasserstoff oder Kohlendioxyd behandelt wurde. Da das un- 
wirksam gewordene Hiimoglobin in festem Zustand auch nach der 
Beriihrung mit den genannten Gasen seine sauerstoffaktivierende 


Fihigkeit nicht zuriickerhalt (9), wird geschlossen, daB die die Ober- 


flichenreaktion des Hiimoglobins stérenden Substanzen leichter be- 
seitigt werden kénnen, wenn es gelést oder suspendiert wurde. Ist die 
Inaktivierung der Katalysatoren durch Sauerstoff auf die Bedeckung 
der QOberflichen durch dieses Gas zuriickzufiihren, so muB die 
gleiche Erscheinung auch bei der Einwirkung anderer Gase stattfinden. 
Unter dieser Annahme haben wir nunmehr Stickstoff, Kohlendioxyd 
oder Wasserstoff durch eine Schicht intakten aktiven Hiimoglobin- 
pulvers passieren gelassen und die Sauerstoffanregungskraft des so 
behandelten Hiaimoglobins gepriift. Dabei wurde, wie erwartet, eine 
bedeutende Erniedrigung der aktivierenden Kraft beobachtet. Eine 
Verminderung der sauerstoffaktivierenden Wirkung der festen Korper 
muB auch durch andere Ursachen als Gaseinwirkung hervorgebracht 
werden kénnen: denn diese Wirkung wird, wie oben erwihnt, durch 
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den Oberflichenzustand der Koérper beeinfluBt. In der Tat erfolgt 
eine solche Inaktivierung dann, wenn das inaktive Himoglobin nach 
der Auflésung wieder mit Salzsiiure oder Alkohol gefillt wurde. Bei 
einer Priifung des Sauerstoffanregungsvermégens von Methimoglobin- 


priparaten, die aus dem wirksamen Hiamoglobin mit Kaliumperman- 


ganat, chlorsaurem Kalium oder Kaliumferricyanid dargestellt wurden, 
wurde ebenfalls eine Aktivitiitsverminderung beobachtet. 

Aus diesen Untersuchungen kénnen wir schlieBen, daB die unter 
den oben beschriebenen Versuchsbedingungen erfolgte Sauerstoff- 
aktivierung ausschlieBlich auf der Oberfliichenreaktion des Hiimoglobins 
beruht. Um aber einwandfrei zu entscheiden, ob im Blute der atmenden 
Organismen das Himoglobin tatsichlich in dieser Weise auf Sauerstoff 
aktivierend wirkt, bediirfte es noch einer Reihe von experimentellen 
Beweisen. Die erhaltenen Ergebnisse bieten jedoch fiir die Aufklirung 
des Mechanismus der biologischen Sauerstoffanregung ein sehr wichtiges 
Material. Wir sind der Meinung, da® in der Zelle verschiedene Sub- 
stanzen Grenzflichen bilden und inhalierter Luftsauerstoff durch 
ZusammenstoB mit diesen Grenzflichen wenigstens in der ersten Stufe 
zu einer metastabilen Molekularform angeregt wird (7). Eisenporphyrin- 
verbindungen, die im Gewebe nicht als echte Lésung, sondern als 
Kolloid vorhanden sind, sind nur eine Gruppe von Stoffen, welche 
besonders aktive Oberfliichen gebildet haben. Die Ansicht von War- 
hurg (10) u.a., daB die Oxydationsvorginge in aeroben Lebewesen 
durch Valenzwechsel von Eisen bewirkt werden, ist richtig. Der Valenz- 
wechsel findet aber wahrscheinlich bei festen Eisenverbindungen 
schwerer statt als bei fliissigen. Die in einer Reihe unserer Arbeiten 
festgestellte Sauerstoffaktivierung durch Grenzflichen ist vom Wechsel 
der Valenz der verwendeten Koérper unabhingig. Es ist méglich, dal 
in der lebenden Zelle der durch die Oberflichenreaktion angeregte Sauer- 
stoff einerseits direkt auf die oxydierbaren Substanzen, andererseits 
auf die zweiwertigen Eisenporphyrinverbindungen wirkt. Im letzteren 
Falle kann die Verschiebung der Eisenvalenz als nur eine Richtung von 
Oxydationen, die durch den auf einer Oberfliche aktivierten Luftsauer- 
stoff hervorgerufen werden, betrachtet werden. Auf alle Fille wird aber 
bei eisenhaltigen Proteinen Sauerstoff sowohl durch die Oberflichen- 
reaktion als auch durch den Valenzwechsel aktiviert. Da, wie wieder- 
holt erwihnt, die Sauerstoffaktivierung auch auf der Oberfliche der 
eisenfreien Stoffe stattfindet, muB im allgemeinen die Wichtigkeit der 
Rolle der Oberflichenreaktion bei der biologischen Oxydation stark 
betont werden. Wir wollen in einer spiiteren Abhandlung iiber die 
Beziehungen zwischen den beiden Vorgiingen, der Oberflichenreaktion 
und dem Valenzwechsel, bei der Sauerstoffaktivierung in der Zelle 
noch eingehender berichten. 
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Wenn Grenzflichen, die nach der langdauernden Beriihrung mit 
dem Luftstrom im Gewebe die Sauerstoffaktivierungsfihigkeit ver- 
loren haben, nicht in irgendeiner Weise reaktiviert werden, so kénnen 
sie ihre physiologische Funktion nicht vollkommen erledigen. Da 
hierbei die Inaktivierung durch Luftsauerstoff hervorgebracht wurde. 
scheint es méglich zu sein, durch Vertreibung des vermutlich an det 
Oberfliche haftenden Sauerstoffs die verlorene Fiahigkeit wieder herzu- 
stellen. Unter dieser Voraussetzung wurden zuerst Reduktionsversuche 
mit inaktiviertem Himoglobin angestellt. 


Zu diesem Zwecke wurde 20 bis 30 Stunden Luft iiber das Hamoglobin 
pulver tbergeleitet und vorher das Hamoglobin vollistandig inaktiviert. Das 
Hamoglobinpraparat wurde etwa 1 cm hoch in einen Glasfilter eingefiillt und 
der Sauerstoff oder die Luft in der friiher mitgeteilten Weise (8) durch den Filter 
in ein GefiB, das 10 cem einer 1°, igen Hydrochinonlésung enthalt, eingeleitet. 
Die Gaseinleitung wurde aber etwas langsamer, mit einer Geschwindigkeit von 
vier Blasen pro Sekunde durchgefiihrt. Zur Reduktion wurde das Hamoglobin 
mit einer kleinen Menge Wasser zerrieben und dann mit frisch bereiteter Ammon- 
sulfatlésung versetzt. Nach bestimmter Zeit wurde das reduzierte Haimoglobin 
durch vorsichtigen Zusatz von Essigsaure gefallt und hierauf bei Zimmer- 
temperatur tiber Calciumchlorid getrocknet. Die nach der Hydrochinonoxyda- 
tion entstandene Chinonmenge wurde wie friiher (9) bestimmt (Versuch | in 
Tabelle I). Die Zahlen in den Tabellen bedeuten ccm Thiosulfat, die durch 
Subtrahieren des beim Blindversuch gefundenen Thiosulfatverbrauchs von dem 
beim Hauptversuch ermittelten Wert erhalten wurden. Die Gaseinleitungsdauer 
war stets 2 Stunden. 


Tabelle I. 





Versuch 


Chinonmenge in cem n/1000 Thiosulfat 11,4 11,7 


Wie der Versuch 1 zeigt, wird die Oberfliche des inaktivierten 
Haimoglobins durch Behandlung mit Ammonsulfid nicht reaktiviert. 
Es wird angenommen, da das benutzte Reduktionsmittel, eine Sulfid- 
verbindung, auf den Katalysator giftig wirkte. Wir haben daher nun- 
mehr das unwirksam gemachte Himoglobin mit Palladium und Wasser- 
stoff reduziert. 2g Himoglobin wurden in einer geringen Menge von 
sehr verdiinnter Natriumhydroxydlésung gelést. dazu 10g von nach 
der Vorschrift von Schmidt (11) dargestelltem palladiniertem Barium- 
sulfat hinzugefiigt und darauf Wasserstoff 2 Stunden in die Lésung 
eingeleitet. Zur Wiederfillung wurde diesmal Salzsiure verwendet. 
Das in dieser Weise hergestellte Priparat besitzt ebenfalls keine sauer- 
stoffaktivierende Wirkung. Wir nahmen an, daB auf der Oberflache 
der mit Ammonsulfid oder mit Palladium und Wasserstoff in der Lésung 


reduzierten Hiimoglobinpriparate irgendwelche fliichtige reduzierende 


Substanzen zuriickgeblieben sind; denn im Verlauf dieser Versuche 
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wurde oft beobachtet, daB die durch die Schicht der genannten Praparate 
hindurehgegangene Luft auf die Hydrochinonoxydation hemmend 
einwirkt. Um soleche hemmenden Substanzen zu beseitigen, haben wir 
Sauerstoff iiber das inaktive Haimoglobinpulver iibergeleitet. Da das 
Sauerstoffanregungsvermégen des inaktiven Hiimoglobins, wie wir 
friiher festgestellt haben (9), mit der Einleitungsdauer de: Luft all- 
mihlich schwiicher wird, muB hierbei die Dauer der Sauerstoffiiber- 
leitung moéglichst kurz sein. Nach der Behandlung mit Sauerstoff er- 
langen sowohl das mit Ammonsulfid reduzierte Himoglobin (Versuch 3 
in Tabelle L) als auch das mit Wasserstoff und Palladium reduzierte 
(Versuch 4) wieder ihre Aktivitit. 


In der lebenden Zelle kommen eisenhaltige Proteine wahrscheinlich 
in den meisten Fallen als kolloidwirksame Grenzflichen gebildet vor. 
Es ist deswegen notwendig zu untersuchen, ob das in festem Zustand 
reduzierte Himoglobinpulver eine sauerstoffaktivierende Kraft besitzt. 
03g unwirksam gewordenen Hiimoglobins wurden mit | g_palladi- 
niertem Bariumsulfat gemischt, in einen Glasfilter eingetragen und 
dureh die Schicht der Pulvermischung 2 Stunden Wasserstoff passieren 
gelassen. Daf durch diese Reduktion eine deutliche Reaktivierung 
der Oberfliche des Himoglobins bewirkt wurde, ist aus dem Versuch | 
in Tabelle II ersichtlich. Es wurde gleichzeitig festgestellt, daB palla- 
diniertes Bariumsulfat sowie eine Mischung von diesem Sulfat und 
inaktivem Hamoglobin, die mit Wasserstoff nicht behandelt wurden. 
keine Aktivierungsfahigkeit aufweisen. 


Tabelle II. 





Versuch 


Chinonmenge in cem n 1000 Thiosulfat 17,8 


Bei dem Versuch 2 in Tabelle Il wurden 0.5 g inaktivierten Himo- 
globins mit 0,1 g palladiniertem Bariumsulfat und Wasserstoff auf 
ihnliche Weise reduziert. Dabei erfolgte aber keine Wiederherstellung 
der Aktivitét des Himoglobins. Dies ist auf die zu geringe Menge an 
zugesetztem Palladium zuriickzufiihren:; denn eine starke Reaktivierung 
des Himoglobins wurde dann beobachtet, wenn man dem oben be- 
schriebenen Gemisch 0,4 g_ palladiniertes Bariumsulfat hinzufiigte 
und wieder 2 Stunden Wasserstoff einleitete (Versuch 3 in Tabelle [1). 
Diese Reduktionsversuche wurden mit Himoglobinpriiparaten  ver- 
schiedener Handelsmarken wiederholt durchgefiihrt. Wir konnten 
dabei immer die gleichen Resultate erhalten. Es ist dazu zu bemerken. 
daB auch die sauerstoffaktivierende Wirkung des reaktivierten Himo- 
globins, wie beim intakten Katalvysator, sich mit der Dauer der Sauer- 
stoffeinleitung verringert. 
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Die oben erwiihnten Untersuchungsergebnisse zeigen, daB im all- 
gemeinen eine Reaktivierung der Oberfliche des inaktivierten Kata- 
lysators erfolgen wird, wenn er unter geeigneten Bedingungen reduziert 
wurde. Da sich bekanntlich in der Zelle verschiedene Dehydrierungs- 
systeme befinden, ist es von groBer Wichtigkeit zu priifen, ob durch 
biologische Reduktionsvorgiinge eine Wiederherstellung der Sauerstoff- 
anregungsfihigkeit der Eisenporphyrinverbindungen bewirkt wird. 
Zu diesem Zwecke haben wir zunichst Succinodehydrase mit Bernstein- 
siiure ohne Zusatz von Methylenblau auf das unwirksam gemachte 
Hiimoglobin einwirken gelassen. 


Das Enzym wurde nach der Thunbergschen Methode (12) aus Rindfleisch 
dargestellt. Dabei wurde zur vollstandigen Entfernung des Blutes das Fleisch 
wiederholt mit 0,25°,iger Natriumchloridlésung gewaschen. 0,2 g inaktivierten 
Hamoglobins wurden in 20 cem einer m/15 sekundaren Natriumphosphatlésung 
gelést, mit 50 cem Enzymlésung sowie mit 30 cem 5° iger Kaliumsuccinatlésung 
versetzt und 3 Stunden bei 37° stehengelassen. Um zu vermeiden, daB die 
Reaktionsmischung mit Luftsauerstoff in Beriihrung kommt, wurde bei diesem 
Versuch ein kleines Gefa8 mit der Mischung vollgefiillt und zugestépselt; denn 
die Aktivitat des gelésten Hamoglobins wird leicht durch Evakuieren oder 
Gaseinleitung beeinfluBt (s. Tabelle V). Da es das Ziel unserer Reduktions- 
versuche ist, den wahrscheinlich die Oberflaiche des unwirksamen Hamoglobins 
bedeckenden Sauerstoff zu entfernen, wurden dabei die Versuche ohne Methylen- 
blauzusatz ausgefiihrt. Nach der Reduktion wurde das Protein mit Salzsiure 
und Alkoho!] niedergeschlagen. Dabei findet selbstverstandlich eine gleichzeitige 
Fallung des EiweiBes in der benutzten Dehydraselésung statt. 


Tabelle III. 





w 
+ 


Versuch 1 


~] 
~] 


Chinonmenge in cem n/1000 Thiosulfat 15,7 0 11,8 


Bei der Einwirkung von Succinodehydrase und Bernsteinsiure 
auf das inaktiv gemachte Himoglobin erfolgt eine Reaktivierung der 
Oberflichenaktivitit (Versuch 1 in Tabelle III). Wenn aber die zu- 
gesetzte Enzymmenge zu gering (unter etwa 30 ccm) ist, so kann keine 
Reaktivierung beobachtet werden (Versuch 2). Wir haben weiter in 
einem Blindversuch festgestellt, da& das aus der Succinodehydrase- 
lésung niedergeschlagene EiweiB kein sauerstoffaktivierendes Vermégen 
hat. Infolgedessen ist die beim Versuch 1 ermittelte Aktivierungs- 
wirksamkeit der durch Beimischung des unwirksamen Enzymproteins 
erniedrigte Wert. 

Dann wurde zur Herstellung der Lacticodehydrase Rinderleber 
mit Aceton behandelt und die so erhaltene Acetonleber mit Wasser 
extrahiert. Bei diesem Versuch wurden 10 cem einer 5°, igen Kalium- 
lactatlésung verwandt und auf ahnliche Weise wie bei der Succino- 
dehydrase das inaktive Hiimoglobin reduziert. Wir haben dabei eben- 
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falls eine Wiederherstellung der Sauerstoffanregungsfihigkeit beobachtet 
(Versuch 3 in Tabelle II). 


SchlieBlich wurde zum Reduktionsversuch eine Mischung von 
Aldehyddehydrase und Acetaldehyd benutzt. Als Substrat wurden 


10 cem einer 0,25 igen Acetaldehvdlésung hinzugefiigt und die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Reaktionsmischung, wie bei den Versuchen 
mit Suecino- oder Lacticodehydrase, auf py 7,3 eingestellt. Die zu- 
gesetzte Enzymlésung wurde in der oben beschriebenen Weise aus 
Rinderleber bereitet. Wie der Versuch 4 in Tabelle II] zeigt, findet 
bei der Einwirkung dieses Dehydrierungssystems auf das unwirksam 
gewordene Hiimoglobin eine Reaktivierung statt. Das nach dem oben- 
erwihnten einfachen Verfahren dargestellte Lactico- sowie Aldehyd- 
dehydrasepriparat enthilt noch Himoglobin neben den erforderlichen 
Co-Fermenten. In der Tat wurde beim Kontrollversuch gefunden, dab 
diese Priiparate eine erkennbare sauerstoffanregende Wirkung auf- 
weisen, F 

Durch diese Versuche kénnen wir feststellen, dafB die einmal ver- 
ringerte oder verlorene Sauerstoffaktivierungsfaihigkeit des Hiimo- 
globins durch enzymatische Reduktionsvorgiinge wiederhergestellt wird. 
Es bleibt aber noch unentschieden, ob eine solche Reaktivierung tat- 
sichlich auf der Vertreibung des Luftsauerstoffs von der Oberfliche 
des inaktiven Katalysators beruht oder ob sie auf andere Ursachen 
zuriickzufiihren ist. Auf jeden Fall ist es méglich, daB die Grenzflichen 
in der lebenden Zelle auf diese Weise ihre Aktivitit erhalten kénnen. 


Ill, 

Bei den oben beschriebenen Versuchen wurde ausschlieBlich die 
sauerstoffanregende Wirksamkeit des zweiwertigen Hiimoglobins er- 
mittelt. Es ist aber physiologisch von Bedeutung, zu untersuchen, ob 
auch dreiwertige Eisenporphyrinverbindungen auf den Luftsauerstoff 
aktivierend wirken. Wir haben nun zuerst die Aktivitiit des aus dem 
inaktiv gemachten Hiimoglobin dargestellten Methimoglobins gepriift. 
Als Oxydationsmittel wurden Kaliumpermanganat (Versuch 1 in 
Tabelle IV), Kaliumferricyanid (Versuch 2) und Kaliumchlorat (Ver- 
such 3) verwendet. 

Tabelle IV. 





te 


Versuch 1 


Chinonmenge in cem n/1000 Thiosulfat........ 3,3 4,0 3.6 


Wie aus Tabelle IV ersichtlich ist, findet auch bei der Oxydation 
des unwirksamen Hiimoglobins eine Reaktivierung statt. Dies ist eine 
biologisch bemerkenswerte Tatsache; denn sie gibt einen Beweis, daB 
dreiwertige Eisenverbindungen im Gewebe sauerstoffaktivierend wirken. 
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Auf Grund der Befunde (9), daB& verschiedene chemisch sehr bestindige 
feste Korper, wie Knochenkohle, Quarzsand, Talk oder Zink, ins- 
besondere aber metallisches Eisen, Luftsauerstoff anzuregen vermoégen, 
haben wir von Anfang an angenommen, daB im allgemeinen der Valenz- 
wechsel bei der Sauerstoffaktivierung durch die Oberflichenreaktion 
nicht beteiligt ist. Diese Annahme konnte hier durch die Versuche 
mit dem Methimoglobin weiter bestitigt werden. Wenn dies der Fall 
ist, so muB man irgendwelche andere Ursachen fiir die Aktivierungs- 
erscheinung suchen. Da wir die Erscheinung fiir eine Art Grenzflichen- 
reaktion halten, wollten wir nunmehr aufkliren, wie das Sauerstoff- 
anregungsvermégen eines festen Katalysators durch Anderung seines 
Oberfliichenzustandes beeinfluBt wird. Zu diesem Zwecke wurden bei 
dem Versuch 1 in Tabelle V 0,4 g inaktivierten Himoglobins in 20 cem 
Phosphatpufferldsung von py 7.4 aufgenommen, die Lésung in ein 
kleines GefiB eingetragen und evakuiert. Nach 3 Stunden wurde das 
Hiimoglobin wieder mit Salzsiiure und Alkohol gefillt. Daf der so 
erhaltene Blutfarbstoff eine sauerstoffaktivierende Wirkung aufweist, 
ist aus den in Tabelle V angegebenen Zahlen ersichtlich. 


Tabelle V. 





Versuch 1 2 
Chinonmenge in cem n/1000 Thiosulfat 13,4 11,0 8.9 13,7 


Bei den diesbeziiglichen Versuchen bestiinde die Méglichkeit, daB 
die Reaktivierung der Oberfliche nicht durch Evakuieren, sondern 
durch Umfallen des Himoglobins hervorgerufen wird. Diese kann aber 
ausgeschlossen werden; denn wie wir spiter in der Tabelle VII zeigen, 
wird die Aktivitit des Himoglobins durch solehes Umfillen vermindert. 
Wir haben dann in die Lésung des inaktiven Himoglobins 3 Stunden 
lang Stickstoff (Versuch 2), Wasserstoff (Versuch 3) oder Kohlendioxyd 
(Versuch 4) eingeleitet und die Sauerstoffaktivierungskraft der nach 
der Fillung erhaltenen Priparate gepriift. Dabei wurde gefunden, dah 
durch diese Gaseinleitung eine Wiederherstellung der aktivierenden 
Fahigkeit des Hiimoglobins bewirkt wurde. In einer friiheren Abhand- 
lung (9) wurde berichtet, daB keine Reaktivierung erfolgt, wenn durch 
die Schicht des unwirksam gemachten Hiimoglobinpulvers Wasserstoff 
oder Kohlendioxyd hindurechgehen gelassen wurde. Daraus kénnen wir 
schlieBen, daB die Aktivitit des Himoglobins leichter wiederhergestellt 
wird, wenn es in einer Suspension vorliegt. 

Im allgemeinen war die sauerstoffaktivierende Wirksamkeit der 
reaktivierten Priparate geringer als diejenige des intakten Himoglobins. 
Wenn auch bei den obenerwihnten Reaktivierungsversuchen stets 
Hamoglobin verwendet wurde, das die Aktivitit véllig verloren hatte, 
so findet im lebenden Gewebe wahrscheinlich eine solche vollstandige 
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Inaktivierung der Katalysatoren nicht statt. Es ist méglich, daB in 
der Zelle die bis zu einem gewissen Grade inaktivierten Katalysatoren 
sofort in irgendeiner Weise zum urspriinglichen Zustand reaktiviert 
werden. 

lV. 

Auf Grund der Ergebnisse der Versuche mit dem inaktiven Himo- 
globin wurde geschlossen, da das Sauerstoffanregungsvermégen fester 
Korper durch die Veriinderungen ihres Oberflichenzustandes beeinfluBt 
wird. Wenn es so ist, so muB das Aktivierungsvermégen der Oberfliiche 
auch durch Beriihrung mit anderen Gasen als Luftsauerstoff vermindert 
werden. Zur Bestiitigung dieser Annahme wurde iiber intaktes aktives 
Hamoglobinpulver 5 Stunden lang Stickstoff (Versuch 1 in Tabelle V1), 
Wasserstoff (Versuch 2) oder Kohlendioxyd (Versuch 3) iibergeleitet 
und die Aktivitaét des so behandelten Himoglobins ermittelt. 


Tabelle VI. 





Versuch 1 2 
Chinonmenge in cem n/1000 Thiosulfat 8,6 39,7 19,4 49,3 


Vergleicht man die erhaltenen Resultate mit der Aktivitit des 
urspriinglichen Himoglobins (Versuch 4), so erkennt man, daB bei der 
Einleitung dieser Gase eine Erniedrigung der sauerstoffaktivierenden 
Faihigkeit des Katalysators erfolgte. Dies ist, wie bei der Inaktivierung 
durch Sauerstoff angenommen wurde, wahrscheinlich auf Bedeckung 
der Oberfliche durch die iibergeleiteten Gase zuriickzufiihren. Be- 
merkenswert ist dabei die Tatsache, daB die schiidigende Wirkung des 
Wasserstoffs bedeutend geringer ist als die des Stickstoffs oder des 
Kohlendiox vds. 

Ferner wurde eine Anderung des Oberflichenzustandes des Kata- 
lysators durch Umfiillen desselben hervorgebracht. 0,4 g aktiven 
Himoglobins wurden mit 10 cem Wasser zerrieben und dann der Blut- 
farbstoff durch Zusatz von verdiinnter Salzsiure (Versuch | in Ta- 
belle VIL) oder von absolutem Alkohol (Versuch 2) wieder ausgefiillt. 


Tabelle VII. 





Versuch 1 2 
Chinonmenge in cem n/1000 Thiosulfat 22,1 20,4 18,0 9,4 10,3 
Das Ergebnis zeigt. daB die sauerstoffanregende Wirkung der 


umgefillten Priparate kleiner ist im Vergleich zu derjenigen des intakten 
Hamoglobins (Versuch 6). Durch das Umfillen muB die Oberfliche des 


Katalysators tiefergreifender geiindert werden, als wenn er in festem 
Zustand mit den Gasen behandelt wurde. Um eine noch wesentlichere 


Verinderung des Katalysators hervorzurufen, wurde schlieBlich das 
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Himoglobin oxydiert. Aus dem wirksamen Blutfarbstoff wurden auf 
iibliche Weise mit Kaliumpermanganat (Versuch 3 in Tabelle VIL), 
Kaliumferricyanid (Versuch 4) oder Kaliumehlorat (Versuch 5) Met- 
himoglobinpriparate dargestellt und ihre Aktivitit gepriift. Dabei 
ergab sich eine starke Inaktivierung. 

In der vorliegenden Arbeit wurde, wie oben erwihnt, immer eine 
ziemlich geringe Menge festen Katalysators verwendet und Luftsauer- 
stoff sehr langsam durch denselben in die Lésung oxydierbarer Substanz 
eingeleitet. Die Entfernung der Hydrochinonlésung vom Hiimoglobin- 
pulver betrug 5cem. Auffallend ist, daB unter diesen Bedingungen noch 
stets eine Aktivierung von Sauerstoff beobachtet wurde. Auf der 
Oberfliiche des Katalysators mul eine bei weitem stirkere Sauerstoff- 
aktivierung stattfinden, denn im allgemeinen ist die Lebensdauer der 
angeregten Molekiile oder Atome auBerordentlich kurz. Infolgedessen 
kénnen wahrscheinlich feste Kérper, die unter den oben beschriebenen 
Umstiinden eine sauerstoffanregende Wirkung nicht mehr aufweisen, 
ihre Fihigkeit zeigen, wenn der Abstand zwischen den Aktivatoren und 
oxydierbaren Stoffen noch kleiner ist. Durch diese Untersuchungen 
wurde bewiesen, da das Sauerstoffaktivierungsvermégen der Kata- 
lysatoren auf der Aktivitét ihrer Oberflichen beruht. In der lebenden 
Zelle erfolgt vermutlich fortwihrend eine Verinderung des Zustandes 
verschiedener Grenzflichen, wodurch die Aktivierung des eingeatmeten 
Luftsauerstoffs sowie auch die Oxydationsvorgiinge organischer Sub- 
stanzen reguliert werden. 
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Berichtigung 


zu der Arbeit von Otto Jirovec: ,,Uber einige interessante physikalisch- 
chemische und biologische Eigenschaften von Germanin ( Bayer 205). 11.“ 
Diese Zeitschrift 315, 69, 1943. 


Auf Seite 77, Zeile 12 von unten, soll es statt ..wachsende™ richtig 
..wechselnde Absorption des Germanins* heiBen. 
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